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@ Genetlsche Etnhelten zur Inhibierung der Funktion von RNA. 

@ Die Erflndung betrifft eine, gegebenenfalls als Mehrfachkopie vorliegende, genetische Einheit zur Inhibierung 
von RNA. Die Einheit enthait die fur die Transkription durch Polymerase Ml erforderlichen Transkriptionseinheiten 
und eine fur inhibierende RNA kodierende DNA. die innerhalb der Einheit so angeordnet ist. dafl die transkribier- 
te RNA Teil des Polymerase lll-Transkripts ist. Mit Hilfe dieser Einheiten kann eine erhohte Stabilitat der 
inhibierenden RNA, die in Form von Ribozymen oder Antisense-RNAs vorliegen kann bei gieichzeitig unvermin- 
derter Aktivitat erhalten werden kann. 

Die Erfindung betrifft weiters ein Verfahren zum Einfuhren der genetischen Einheiten in die Zelle, die 
■ Verwendung dieser Einheiten und sie enthaitende pharmazeutische Zubereitungen. 
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Genetische Einheiten zur Inhibierung der Funktion von RNA 



RNA fliirch Wechselwirkunq 

Die voriiegenae tninaung De^iem siuu aui uio qh^^*"^^"^ — 

□re'^spezifische Inhibierung von Genen durch Oligonuldeotide. z.B. im HInblick auf eine therapeutisch zu 
bewirkende Biockierung von deregulierten Onkogenen oder viralen Genen. beruht auf der Fah.gke.t solcher 
komplementarer RNA- Oder DNA-Sequenzen, sog. "Antlsense-Oligonukleotide", mit mRNAs Prozess.e- 
rungssignalen oder pre-mRNAs zu hybridisleren und auf diese Weise die Informationsubertragung von 

Genen auf Proteine zu unterbrecfien. PMAeo 
Die Anwendung von Antisense-DNA bewirkt einen Abbau von komplementarer Ziel-RNA durch RNAse 
H-Spaltung des entstandenen Hybrids, das Ergebnis ist die irreversible ZerstQrung der jeweil.gen komple- 

""^"imTarder Anwendung von Antisense-RNA erfolgt ein sog. "hybrider Arrest" von Translation oder 
Prozessierung. wobei die RNA/RNA Hybride das strukturelle Hindernis darstellen. wird angenommen. 
dafl solche Hybride in der Zelle akkumulieren: ihr weiteres Schicksal wurde noch nicht untersucht. Nach 
gegenwartigem Wissensstand dUrfte es sich bei diesem Mechanismus im wesentlichen um e.n revers.b es 
Ireignis handeln. Die Anwendung von Antisense-RNA-Molekulen hat den Vorte . dafi Jiese Mc^^^^^^^ 
entweder in vitro synthetisiert und in die Zellen eingebracht werden kbnnen oder dad d.e dafur kod.erenden 
Gene in die Zellen eingefuhrt werden konnen. sodafl die inhibierende RNA innerhalb der Zelle produziert 
werden kann. Es ist jedoch bisher nicht gelungen. solche Gene in eine Form zu bringen. d,e d.e Produkfon 
einer wirksamen Menge an Antisense RNA in der Zelle ermoglicht. . » ^ ' 

In jungster Zeit wurde ein drittes Prinzip der RNA-lnhibierung entdeckt und der .n vitro Anwendung 
zuganglich gemacht Dieses Prinzip beruht auf der Fahigkeit von RNA-Molekulen. den sog^ 
bestimmte RNA-Sequenzen zu erkennen. daran zu binden und sie zu spalten. Es wurde abgele.tet von ,n 
den in vivo beobachteten autokatalytischen Spaltreaktionen von RNA-Molekulen m Pflanzenv.ro.den und 
SatoIlitsn'RNA 

Aufbauend auf bestimmten Strukturanforderungen fur die Ribozym-katalysierte RNA-Spaltung konnen 
nunmehr de novo Ribozyme konstruiert werden, die eine auf eine bestimmte Zielsequenz genchtete m trans 
Endonukleaseaktivitat aufweisen. Da solche Ribozyme. von denen die bisher am «'"9^^endsten erforschte 
wegen ihrer Struktur ••hammer-head"-Rib02yme genannt werden. auf zahlre.che versch.edene Sequenzen 
wirken konnen. kann praktisch fur jedes beliebige RNA-Substrat das entsprechende R.bozyrn 
"maegeschneidert" werden. Dies macht Ribozyme zu interessanten. auOerst flexiblen Instrumenten fur d.e 
Inhibierung spezifischer Gene und zu einer vielversprechenden Alternative zu Ant.sense-Konstrukten. 
welche bereits einen potentiellen therapeutischen Nutzen geze.gt haben o,,uktur- 

Eines der derzeit bekannten. bisher am eingehendsten ertorschte R.bozym-Modell umfaBt dre- Stmktur 
domanen: aufbauend auf diesem Modell wurden bereits erfolgreich Ribozyme gegen d.e CAT-mRNA 
gebaut (Haseloff et al.. 1988; Uhlenbeck et al.. 1987): 

Die drei Domanen umfassen: , n^w^-, 

a) eine hochkonservierte Region von Nukleotiden. die die Spaltstelle in 5 -R.chtung flank.ert. Dabe 
handelt es sich fur gewohnlich um die Sequenz GUC. wenngleich auch eine Modifikat.on ^^A oder GUU 
eine im wesentlichen unverminderte Spaltaktivitat zeigte. Spaltung wurde auch nach den Sequenzen CUC. 
Tger^gerem Ausmafl auch fur AUG und UUC gezeigt (die an die effiziente Spaltung gestellten Anforderun- 

gen wurden noch nicht zur Ganze aufgeklart). u„^i,^^r,^«.rwiorton 

b) die in natiirlich vorkommenden Spaltdomanen von Ribozymen enthaltenen hochkonserv.erten 

Sequenzen, die eine Art basengepaarten Stiel bilden; ,^ ^ , m-,o 

c) die die Spaltstelle auf beiden Seiten flankierenden Regionen. die die exakte Arilagerut^g des 
; Ribozyrns in Relation zur Spaltstelle und um Zusammenhalt von Substrat und Enzym gewahrle.sten (.n den 

bisher durchgefuhrten Versuchen wurden beidseitig je 8 Basen gewahltV 

RNA-Enzyme konnen nach diesem f^odell konstruiert wurden und haben s.ch .n v.tro bere.ts a^s fur d.e 
effiziente und spezifische Spaltung von RNA-Sequenzen als geeignet erwiesen (Haseloff etal.. 

In jungster Zeit wurden weitere Typen von autokatalytischer RNA-Spaltakt.v.tat. d.e fur d.e ^^9f^^^^^^ 
0 RNA-lnhit^erung in Betracht kommen. entdeckt. Eines dieser Modelle ist das sog^ ""^l^^'X^'^l^^^^ 
dessen aktive Stelle vom Minus-Strang der Satelliten RNA des ^abak-R.ngspotv.rus al^gele.tet .st Hampel 
und Tritz 1989). Weitere selbst-spaltende RNA-Aktivitaten sind mit dem Hepatit.s Delta V.rus (Kuo et al.. 
1988; Sharmeen et al., 1988; Wu et al.. 1989) und mit RNAseP (Altmann et al.. 1988) asso2..ert 

Die den Arbeiten zur vorliegenden Eriindung vorangegangenen Versuche d.enten J^^g'^'^^ 
Wirkung von Antisense-RNA. Antisense-DNA und Ribozymen. Diese Versuche wurden m,t H.lfe der snRNP 




EP 0 387 775 Al 



U7-abhangigen Histon-premRNA-Prozessierungsreaktion durchgefuhrt, und zwar in einem in vitro System, 
das U7-abhangig Histon-premRNA prozessiert (Mowry et al.. 1987. Soldati et al.. 1988). Dabei wurde 
gefunden, da/J Antisense-RNA den starksten Inhibitor darstellt. wobei die Inhibierung reversibel ist. Die 
Hennmwirkungen von Antisense-DNA und von Ribozymen vom "hammerhead "-Ty p. beide irreversibel, 

5 lagen innerhalb derselben Groflenordnung. wobei fur die vollstandige Hemmung jeweils ein ca. 1000 facher 
Uberschufl gegenuber der Substrat-RNA benotigt wurde. 

Wahrend die bisherigen Versuche mit Ribozymen mit nackter RNA in proteinfreien Systemen durchge- 
fuhrt worden waren. waren die Vorversuche zur vorliegenden Erfindung die ersten Experimente, die gezeigt 
haben, da/3 synthetisch hergestellte. auf eine spezlfische Sequenz gerichte Ribozyme auch in proteinhalti- 

70 gem Milieu Spaltwirkung zeigen. Diese Tatsache lieferte einen ersten Hinweis fur eine potentielle in vivo 
Anwendung. 

Einer der limitierenden Faktoren bei der Anwendung von Ribozymen zur Inhibierung der Expression von 
spezifischen Genen durfte im Aufbau einer Ribozymkonzentration gelegen sein, die ausreicht, die effiziente 
Ausschaltung einer bestimmten biologischen Reaktion zu bewirken; die Ursachen dafur durften. ahnlich wie 
15 bei der Anwendung von Antisense-RNA. u.a. in der zu geringen Stabiiitat der RNA gelegen sein. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein System fur die Anwendung von mRNA als in 
vivo Inhibitor von mRNA bereitzustellen. das die bisher bestehenden Beschrankungen bei der Anwendung 
von RNA beseitigt, indem eine wirksame Konzentration an inhibierender RNA in der Zeiie zur Verfugung 
gestellt wird. 

20 Diese Aufgabe wurde erfindungsgemai3 durch eine genetische Einheit gelost, die die fur die Transkrip- 
tion durch Polymerase ill erforderlichen Transkriptionseinheiten und eine fur die RNA-Funktion inhibierende ' 
RNA kodierende DNA enthalt, die innerhalb der genetischen Einheit derart angeordnet ist. daO die 
inhibierende RNA Teil des Polymerase lll-Transkripts ist. 

Bei der Losung dieser Aufgabe wurde von der Uberlegung ausgegangen, da/3 durch Einfuhrung eines 

25 die inhibierende RNA produzierenden Gens gegenuber dem Import der RNA als solchen eine betrachtlicKe 
Amplifikation der RNA und damit ein zur Hemmung der biologischen Reaktion ausreichender RNA-Vorrat 
gewahrleistet wiirde. 

Die inhibierende RNA kann ein beliebiges Ribozym oder eine andere mRNA inhibierende RNA, z.B. 
eine Antisense-RNA. sein. 

30 Grundsatzlich ware es denkbar, einen effizienten Transport von RNA bzw. der dafur kodierenden DNA- 

Sequenz uber Viren oder virale Vektoren, z.B. Retroviren, durchzufuhren. i 

Dieses System weist allerdings einige entscheidende Nachteile auf. wie Mobilisierung von endogenen 

Viren. Rekombination mit endogenen Retroviren. Aktivierung von endogenen Genen durch Integration, 

Beschrankung hinsichtlich Wirtsorganismus und Gewebsart. 
35 Im Gegensatz dazu wurden daher erfindungsgema/5 Carriergene bereitgestellt. die diese Nachteile nicht 

aufweisen. 

Die als Carriergene fur RNA-Gene im Rahmen der vorliegenden Erfindung vorgeschlagenen Gene 
haben folgende Vorteile: sie weisen eine kompakte Struktur auf. konnen auf Grund ihrer geringen Gro/Je 
leichter in die Zeile transportiert werden. weisen eine hohe Transkriptionsrate auf und sind in ihrer 
40 Expression nicht auf bestimmte Gewebe beschrankt. sondern werden ubiquitar. d.h. in beinahe alien 
Zelltypen exprimiert- 

Ein weiterer Vorteil der Polymerase Hl-Gene liegt im Vorhandensein eines sehr starken Transkriptions- 
Terminationssignals. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit. dafl ein in der Nahe gelegenes zellulares Gen in 
unerwunschter Weise aktiviert wird, wesenttich reduziert. 

45 Die von der Polymerase III transkribierten Gene haben folgende Eigenarten: es handelt sich dabei um 
Gene, deren Promoter sich nicht stromaufwarts vor dem Gen, sondern innerhalb des Gens befindet 
(Geiduschek et al., 1988). Diese fur die Bindung deT^olymerase 111 wesentlichen internen Kontrollregionen 
weisen eine diskontinuierliche Struktur auf; sie bestehen aus zwei sog. "Boxen" (der A-Box und der B-Box). 
die fur die Erkennung durch die Transkriptionsfaktoren wesentlich sind, sowie einem dazwischenliegenden 

50 Genabschnitt, der hinsichtlich seiner Lange kritisch ist (Hofstetter et al,. 1981). Die Lange dieser Sequenz 
betragt bei tRNA-Genen 31-74 Basenpaare (Clarkson). 

Vertreter dieser von Polymerase III transkribierten Gene sind die tRNA-Gene. 5S-RNA und eine Reihe 
von anderen kleinen Kern- und Zytoplasma-RNA-Genen: 7SK. 7SL. fy/), U6 und 4.5S RNA, sowie die 
Adenovirus-Gene VA1 und VA2 (Geiduschek et al.. 1988). Gemeinsam ist diesen Genen ihre geringere 

55 Grofie. ihre kompakte Struktur, ihre hohe Transkriptionsrate und ihre ubiquitare Transkription. 

Es wurde uberraschend festgestellt, da/J mit Hilfe der erfindungsgemai3en genetischen Einheiten eine 
erhohte Stabiiitat der inhibierenden RNA erziett werden kann. ohne da/3 eine Beeintrachtigung ihrer 
Wirksamkeit im Hinblick auf Aktivitat in Kauf genommen werden mufl. 
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durch Einzelstrang-Exonukleasen zu schutzen. Promotorseauenz eines spezifischen Polymerase 

,n. Gegensatz zu diesem Vorschlag. '"^^f^ ""^3J';3";Tw°/^^^^^^^^^^ VA 1 Gen sich bis zur 

m-Gens verwendet wird, (der Bereich zw-schen Pos_-3^ vorliegenden Erfindung gezielt 

Terminatorsequenz bei Pos.*160 - -200 ^^^^^^f j ^^^^f J^^^,^^^^ ^ie iur die SekundarstruWur des 
zusatzlich dieienigen Sequenzen des ^^'V-^^J^ "^^^^^^^^ RNA-Sequenzen auszunut- 

Transkripts maSgeblich sind um d.ese fur d.e Ste»^ Jr .^.^^^^^^ G,„3e- 

zen. im Gegensatz zum vorbeschnebenen '^^'^ anaeordnet. daC erfindungsgemaB eine 

quenz innerhalb des vor, Poiyrr^erase ..I '''^'^""^^^^^^^^^^^ Erfindung verwendeten 

"Genkassette" vorliegt. Daruberhinaus s.nd die m Rahmen der vo g 

Transkription verantwortlich. hPliebia verqrofiert werden. wobei das Maximum 

3) Der Abstand zwischen A- und B-Box kann nicht beliebig vergro«e 

derzeit bei etwa 90 bp angenommen wird opn,,enz einen Einflufl auf die Transkription. 

' s Li;r»i^::r daS tj.t^^-—-^ — * =— 

rrr^T^r^^^lT^SeSrS ;r sc.™..se.e Oa,s.*. e,nes 

•"rrrriLende.^»Oe,.ene.^^^^^^^ 

Anticodon-Schleife). n^^inn <!ind aucii andere Insertionsstellen innerhalb der 

Neben der zwischen A- und B-Block g-'-^^^fp^.X^^^^^ ^oglich. solange gewahrleistet ist. 

Carrier-DNA-Sequenzen (tRNA-Gene °d^^.,f"^«;^.r°iS^ erhalten bleiben. 

.0 dafl Transkriptionsaktivitat der ^^'^^f "^^Jl^^^^^^^^^^^ %lo^" grundsatzl.ch mit samtlichen tRNAs 
Die edindungsgemaBen genetischen 
hergestellt werden; erforderlichenfal.s ^"^^^^^^^^^^ Insertion mufl ledig.ich beachtet 

die far die inhibierende RNA vorgenommen wird. der die Transkrip- 

werden. daB in der Anticodon-Stammreg.on ^^^J^^l""^^^^^^^ (Folk et al.. 1983). AuCerdem 

tionsrate des Gens oder die Stabilitat der ^^/"""^^jf^^^^^^^^^^ bp die Transkription beeintrachti- 

muB dem Umstand Rechnung getragen werden. daB Inserts grower 

gen konnen (Ciliberto et al.. 1982). arundsatzlich erstrebenswert, spezieseigene tRNA- 

Hinsichtlich der Wahl geeigneter Carr.ergene «^ Q^/^".;^" '"^^ig^h sind. zu verwenden. 
Gene Oder andere von Polymerase II. f "f "^jf.^.^^^^^^^^^^ d'chgefuhrt. indem Ribozymsequenzen 

Die Versuche im Rahmen der 9^"^^" ^^'"f^^^^^ das von diesem Gen transkribiert wird. 

in normals tRNA-Gene eingefuhrt warden. Wenn das RNA R ^^^^^^^ ^nwendungen. z.B. um kemspezifische 
vorwiegend im Zytoplasma lokal.s.ert ,st. es ledoch fur ^es^m tRNA-Ribozym bzw. d,e 

RNAs Z.B. solche von snBNP-Part.keIn zu mh.b.e en wun^^^^^^^^ Mutanten verwendet werden, 

tRNA-Ribozym bzw. die ^^NA-Antisense-RNA .m Kern zu « ^^^^^^ ^^^3 ,,3,,,ebene 

die vorwiegend im Kern lokalisiert s.nd. z.B. das von Zasloff et ai.. 
met i tRNA-Gen. das einen einzigen f ^^"^'^^^^'/^^^^^^^^^ folgt hergestellt werden: 
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bakteriellen Plasmid enthalten ist, wird mit einem geeigneten Restriktionsenzym an der fur die Insertion 
vorgesehenen Stelle, z.B. zwischen dem A- und dem B-Block. gespalten und die nach Standardmethoden 
hergestellte doppelstrangige DNA. kodierend fur die inhibierende RNA, hineinligiert. Damit werden geeigne- 
te Wirtsorganisnrien transformiert, selektioniert, vermehrt und die amplifizierte Plasmid-DNA gewonnen. Die 

5 Plasmide werden auf das Vorhandensein der erfindungsgemaiSen genetischen Einheit uberpriift: dies kann 
durch Restriktionsverdau. Sequenzanalyse Oder durch den Nachweis eines funktionellen in vitro Transkripts 
der Plasmid-DNA erfolgen. 

Die so erhaltenen genetischen Einheiten konnen sowohi in Form des zirkularen Plasmids als auch in 
Form der aus dem Plasmid herausgeschnittenen Geneinheit. die samtlicfie fur die Transkription durch 

10 Polymerase 111 erforderlichen Informationen enthalt, zur Anwendung gelangen. 

Welche Form gewahit wird. richtet sich im allgemeinen nach dem Anwendungsgebiet und nach dem fur . 
die Einfuhrung der Geneinheit in die Zelle gewahlten Transportsystem. 

Die erfindungsgema/Jen genetischen Einheiten konnen auch als Mehrfachkopien vorliegen (dabei 
handelt es sich um Tandemstrukturen, in denen die genetischen Einheiten mehrfach hintereinander 

;5 angeordnet sind. wobei die inhibierenden Inserts gieich oder verschieden sein konnen). 

Transkription eines solchen Tandems liefert auf Grund der in jeder einzelnen Einheit enthaltenen 
Promotor-und Terminationssignale voneinander getrennte RNA-Einheiten. Auf Grund dieser Eigenschaft der 
Fragmente, als jeweils komplette Transkriptionseinheiten vorzuliegen. ist auch die Orientierung der einzel- 
nen Einheiten zueinander irrelevant. Bei der Herstellung solcher Tandems wird von Plasmiden ausgegan- 

20 gen, die multimere Kopien der fur die inhibierenden Einheiten kodierenden Region enthalten. Multimere 
tRNA-Ribozymgene enthaltende Vektoren konnen z.B. hergestellt werden. indem, ausgehend von der im 
Beispiel 1 beschriebenen erbBschnitt-Serie, die Einzelfragmente unter Verwendung von T4 DNA-Ligase zu 
Polymeren ligiert und die polymeren Gene in eine entsprechende Restriktionsstelle eines geeigneten 
Piasmidvektors rekloniert werden. Die Herstellung solcher Tandems wird durch die geringe GroBe der 

25 erfindungsgema/Jen Einheiten, die vorzugsweise 200 bis 350 bp betragt. ermoglicht. Mit Hilfe eines solchen 
"Tandem-Inhibitors" kann nach Herstellung eines heteromeren Komplexes von Antisense-RNAs oder 
Ribozymen in einem einzigen Versuch die Wirksamkeit eines Satzes von Inhibitoren getestet werden. Z.B. 
kann auf diese Weise eine Mischung von 5 bis 10 Ribozymen in ein Zellsystem eingefuhrt werden. 
Nachdem eine Inhibierung durch die Mischung erfolgt ist, konnen die einzelnen Ribozyme auf ihre 

30 Wirksamkeit untersucht werden. Dies ist insbesondere auf Grund der Tatsache von Vorteil. da/3 die Kriterien 
fiir die Auswahl von zu inhibierenden Ziel-RNA-Sequenzen noch nicht samtlich erforscht sind. 

Als gute Zielsequenzen sind z.B. solche Regionen. die keine Sekundarstruktur aufweiseri, Regionen 
nahe Spaltsignalen, Regionen nach dem Initiationscodon, Regionen ohne Bindungsstellen fur spezifische 
Proteine (wie z.B. Sm-Bindungsstelle in snRNA-Molekulen) anzusehen. Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung, 

35 insbesondere bei Anwendung in Tandem-Form, wird ermoglicht, Aufschlufl uber solche Zielsequenzen zu 
erhalten und sie in der Folge effizient zu inhibieren. 

Die Anwendung von Tandem-Einheiten ist auch dann von Vorteil. wenn es fur die Inaktivierung von 
biologischen Prozessen erforderlich ist, die RNA, z.B. virale RNA. an mehreren Stellen zu spalten. Eine 
Mehrfachspaltung kann z.B. erzielt werden, indem eine grofiere Anzah! verschiedener Ribozyme konstrulert 

40 und ein Vektor. enthaltend die genetischen Einheiten mit den jeweils dafCir kodierenden DNA-Sequenzen, in 
Zellen eingefuhrt wird. Bei Transkription dieser Sequenzen lagern sich die Ribozymeinheiten an die 
entsprechenden Zielsequenzen an. wodurch die mRNA in Bruchstucke gespalten wird. 

Multimere Kopien konnen dann verwendet werden. wenn fur die Wirksamkeit bei bestimmten Anwen- 
dungen, beispielsweise bei der Anwendung des Transferrin-Polykation-Transportsystems. groflere Mengen 

45 eines niedrigmolekularen Ribozyms erforderlich sind. Plasmide, die multimere Kopien der genetischen 
Einheit tragen. die die fiir dieses Ribozym kodierende DNA-Sequenz enthalten, verbessern die Produktion 
des Fragments durch Erhohung der Ausbeute um ein Mehrfaches. 

Tandem-Einheiten konnen auch dann vorteilhaft eingesetzt werden. wenn gleichzeitig inhibierende 
RNAs bereitgestellt werden sollen, die gegen verschiedene RNA-Arten gerichtet sind. 

50 Bei der Anwendung der Erfindung auf Antisense RNA ist zu beachten, da/3 bei tRNA-Genen die Grofle 
des Inserts beschrankt ist. Im Hinblick auf effiziente Transkription liegt die Groflenordnung bei ca. 60 bp; es 
werden daher bei Verwendung gro/3erer Antisense-RNA-Konstrukte andere von Polymerase III transkribierte 
Gene, die hinsichtlich der Transkription langerer Sequenzen eine groflere Kapazitat aufweisen. in Betracht 
zu Ziehen sein. 

55 Die im Rahmen der Erfindung verwendbaren Carriergene kofinen auch synthetisch hergestellt werden. 

sofern sie die Bedingung erfuHen, die fur die Transkription durch Polymerase III erforderlichen Transkrip- 
tionseinheiten aufzuwetsen. Die Anwendung solcher synthetischen Gene kann folgende Vorteile mit sich 
bring en: 
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a) Solche Gene werden von Aminoacylsynthetasen und von Ribosomen nicht erkannt. wodurch ein 
Eingriff in die Translationsmaschinerie der Zelle verhlndert wird. nWihi^r^ndP RNAs mit 

b) Es besteht die Moglichkeit. durch die SchaHung synthet.scher Konstrukte .nh.bierende RNAs m.t 
ornnorpr s.^hilitat und hoherer Transkriptionsrate herzustellen als mit einem naturlichen Gen. 

5 c) Der Klonierungsprozefl kann durch SchaHung synthetischer Sequenzen tiexiD.er ges«.im w«.u«n. 

ES wuSe m Rahmen der vorliegenden Erfindung festgestellt. dafi die Stabilitat der R.bozym-tRNA- 
MolekUlHiohT werden kann, indem die Anticodon-Stammregion des Camer-tDNA-Mo eku^ ver.^^^^^^^^^ 
wird Es konnte gezeigt werden. dafl durch Verlangerung der 5 Basenpaare ^^"'^J?,. ^"f .^^^^^ 
Stamm-Region des Wildtyp-tRNA-Gens auf 9 Basenpaare eine 

w Gen um das 6-fache erhohte Merge an Transkript erzielbar ist. was auf e.ne Erhohung der Stab.l.tat und 
die damit erzielbare Prozessierbarkeit zuruckgefuhrt werden kann. ^„„«.,^uo„ 
Es wurde weiters festgestellt. daB eine Erhohung der Stabilitat der erfindungsgemaCen Qenet.schen 
ElnheLn in Form von tRNA-Ribozym-Genen Oder tRNA-Antisense-Genen auch erreicht werden kann. wenn 
d e far die inhibierende RNA-Funkt.on kodierenden DNA-Sequenzen als Teil von ^^^'^^^ ^^^^^^^^^^ ^^^^^ 

,5 von RIbozymen als "Ribintrons" bezeichnet). Oabei wurde von der Uberlegung ausgegange^ 

vorkommende Introns die Sekundarstruktur von tRNA-Precursormolekulen ^^^^'.^^'^^^^T^ ^^'^^""^^ 
Introns keine Sequenzkonservierung zeigen. wodurch durch Klonierung von Ribozym- oder Antisense 
stquenzen als Teil von Introns die Slrukturveranderung des resultierenden 'R^A-Precursors mm.m^rt und 
dessen Stabilitat damit maximiert werden konnen. An Hand des im Rahman der y-^^J^"? " ^^^^^^^^^ 

20 verwendeten tyrtRNA-Gens. bei dem das Spleiflen der tRNA-Precursormolekule nur langsam erfo>9j; konnte 
ge^eS werden. dafl durch die Verwendung von "Ribintron "-Sequenzen enthaltenden tDNA-Motekulen d.^ 
St von ribtRNA wirkungsvoll erhoht werden kann. Damit ist es moglich. verstarkt ,m Zytof^^-^a 
toSSrte RNAS anzugreifen. Dieses System ermoglicht auf einfache Weise den Embau gee gneter 
StruW^eremente zur E^ohung der Stabilitat der "Ribintrons" gegenuber dem Abbau durch Exonukleasen^ 

25 Ses katTs. durch zusatzliche Basenpaarungen oder durch gro«ere Hairpin-Bereiche angre^^^^^^^^^ 

Ribozymsequenzen erzielt werden. Bei derartigen Modifikationen .st zu beachten. dafl d.e fur das Spl.c.ng 

des Introns maflgeblichen Strukturen erhalten bleiben. „ , ^ o=«ir,nPt^>r Rpstrlk- 

Die naturlichen Intronsequenzen konnen modifiziert werden. z.B. durch E.nfugen gee.gneter Restnk 

tionsschnittsteL. um die K^^nierung von Oligonukleotiden zu ermoglichen. oder, -we. n.cht .^^^^^^^^^^ 
30 vorkommenden Gen enthalten. durch Einfugen von Nukleotiden, die e.ne Basenpaarung m.t dem Ant.codon 

Triplett ermoglichen. um Uber ein zusatzlich stabiiisierendes Strukturmerkmal zu verfugen. ^..^^^ 
ES konnte im Rahmen der vorliegenden Erfindung gezeigt werden. dafl die Expression von R.bozymen 

ais SsaS:il von Introns im wesentlichen keine BeeintrSchtigung ^Tf'nd SirpX^^^^^^^ 

bringt wodurch das entstehende Transkript in hoher Konzentration akkumul.ert ""^ P:°f ^^^^/^ 

35 Sen kann. Falls sich das wahrend des Prozessierens freigesetzte '"tron als n.ch 

erweist. konnen geeignete Strukturmerkmale vorgesehen werden. d.e e.ne Erhohung der Stab.l.tat gegen 

uber Exonukleaseabbau bewirken. .... „^ ^«h,<»r= Mpthndpn 

Um die erfindungsgemaOen genetischen Einheiten in die Zelle e.nzubr.ngen, s.nd mehrere Methoden 

.0 '""oifSndardmethode zum Einfuhren von DNA in Gewebekulturzellen benutzt die Bildung eines Co- 
Prazi,SaS zwfschen der DNA und Calciumphosphat (Graham et al.. 1973). Das Praz.p.tat w.rd Zellen 
S d e e^nen b^^^^ Anteil aufnehmen, moglichen^eise durch einen ^l^ozyj^l'^^^^^^^^ 

Sne Ihnliche Methode benutzt ein positiv geladenes Material. DEAE-Dextran. das d.e Aufnahme von DNA 
durch d"e Zelle erieichtert. Es wurden auch Methoden entwickelt. DNA durch Elektroporat.on (dabe. 
.5 en Stehen durch ein pulsierendes elektrisches Feld vorubergehend Poren) in die Zelle zu bnngen 
Sgridge et aL. 1987 Fromm et al.. 1987). Mikroinjektionstechniken fur die Einfuhrung .n groCe ZeHen 
K es mann It a... 1980) und Gewebekulturzellen (Pepperkok et al 1988) ^nd -"--^^Turd^rn 
MPthoden sind iedoch nur im Labor bzw. fur in vitro Anwendungen brauchbar. Kurzl.ch wijrde e.n 
~ch:fkafon^^^^^^^ Peptid (DOTMA) entwickelt. das spontan mit ^^^^^ Liposomen bilde^^^^^^ 
so Transport in die Zellen erieichtert (Feigner et al.. 1987). f'l\l'''^^r^^^^ "gss 

retrovirale Vektoren fur den Transfer von genetischen Mater.al in d.e Zelle gee.gnet (Stewart et al.. 1986. 
iqft7V diese Svsteme weisen iedoch die bereits angefiihrten Nachteile auf. 

L ZSJrZs^^ beruht auf der Benutzung "entwaffneter" Toxine als Transportveh- 

55 Die bisher verwendeten Transportverfahren sind samtlich von dem Mangel behattet. "*cht genugend 
inhibierende Nukleinsaure in die Zelle befordern zu konnen. Mit Hilfe ^^^'"^^^^^^^^ 
nunmehr aufgrund der geringen GroOe und der Kompaktheit der Molekule mogl.ch bezogen auf d.e 
T ansportkapL^^^ eine s'teigerung der Zahl an aktiven Inhibitoreinheiten zu erzielen. Aufgrund der genngen 
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Grofle und kompakten Struktur der erfindungsgemaCen genetischen Einheiten kann nach geringfijgigen 
Modifikationen, z.B. Konjugation mit Cholesterin. lipophilen Gegenionen oder Kernlokalisierungspeptiden 
auch auf ein Transportsystem zur Ganze verzichtet werden. 

Bevorzugt wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein losliches System fur den Transport 
5 angewendet, das uber Rezeptor-vermittelte Endozytose ablauft. Besonders bevorzugt wird dabei ein 
Transferrln-Polykation-Konjugat mit der erfindungsgemaiSen genetischen EInheit komplexiert; der Komplex 
wird durch den Transferrin-Rezeptor, der auf praktisch alien wachsenden Zellen vorhanden ist, aufgenom- 
men. 

Die Anwendungsgebiete fur die vorliegende Erfindung sind zahlreich: z.B. konnen transgene Tiere 
10 hergestellt werden, die auf Grund des Vorhandenselns der erfindungsgemaflen genetischen Einheiten im 
genetischen Material eine intrazellulare Immunitat gegen Viren, z.B. Maul- und Klauenseuchevirus, 
Newcastle Disease Virus, Rinderpapillomavirus, Pseudorabies oder infektiose Gastroenteritis, aufweisen. 
Entsprechend kann auch in transgenen Pflanzen intrazellulare Immunitat, z.B. gegen das Kartoffelvirus PVX, 
erzeugt werden. 

15 Weiters konnen die erfindungsgema/3en genetischen Einheiten in somatische Zellen eingebracht werden, 

urn gegen pathogene Viren, wie HIV oder verwandte Retroviren gerichtete Ribozyme bzw. Antisense-RNAs 

zur Bekampfung dieser viralen Erreger einzusetzen. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet liegt in der Gentherapie durch Anwendung von RNA Konstrukten mit 

Komplementaritat zu Oncogenen oder anderen Schlusselgenen. die Wachstum und/oder Differenzierung 
20 von Zellen kontrollieren. Bei derartigen Anwendungen kommt die mit Hilfe der vorliegenden Erfindung 

wirksam erzielbare hohe Spezifitat der RNA-lnhibierung. mit Hilfe derer z.B. eine Unterscheidung zwischen 

Protooncogen- und Oncogentranskripten moglich tst, zum Tragen. 

Weiters konnen die erfindungsgemaflen genetischen Einheiten verwendet werden, um in Pflanzen oder 

Tieren die Expression von spezifischen Genen zu verhindern. um auf diese Weise erwunschte Eigensfchaf- 
25 ten hervorzubringen. 

Die inhibierende Wirkung von RNA kann auch bei der Bekampfung von Krankheiten derart ausgenutzt 
werden. dafi die Produktion von unerwunschten Genprodukten unterbunden wird, z.B. die Produktion desbei 
der Alzheimer-Krankheit auftretenden Haupt-Plaqueproteins ("major plaque protein") oder von Autoinnmu- 
nerkrankungen verursachenden Proteinen. 
30 • Die vorliegende Erfindung kann auch in denjenigen Fallen angewendet werden. in denen ein regulatori- 
sches Protein, das eine Wechseiwirkung mit RNA aufweist, durch Aniagerung von RNA ausgeschaltet 
werden soli. 

Pharmazeutische Zubereitungen. die die erfindungsgemaflen genetischen Einheiten als wirksame Kom- 
ponente enthalten, etwa in Form von Lyophilisaten, sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. Ihre Anwen- 

35 dung umfaJ3t die angegebenen Indikationsgebiete. 

Anhand der im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefuhrten Versuche konnte Transkriptionsakti- 
vitat des tDNA-Ribozymgens nachgewiesen werden. Dazu wurde ein tDNA-Ribozym-Genkonstrukt herge- 
stellt. indem eine fur ein 53 bp langes, gegen die snRNA U7 Sequenz gerichtetes Ribozym kodierende 
DNA-Sequenz in die Apal Restriktionsstelle zwischen die A-Box und die B-Box der Start-Methionln-tDNA 

40 tnseriert wurde (die A- und die B-Box sind die beiden Erkennungssequenzen fur die Polymerase; die 
Transkription beginnt 15 bp stromaufwarts der A-Box und endet an einer Oligo T-Sequenz stromabwarts 
der B-Box). Nach Mikroinjektion dieses Gens wurde Transkription nachgewiesen; die Konzentration des 
tRNA/Ribozym-Hybrids betrug 10-20 % der Konzentration an tRNA, die von einem co-injizierten Wildtyp- 
tRNA-Gen produziert wurde. 

45 RNA-Molekule, synthetisiert in vitro vom tRNA-Ribozymgen, spalten die Ziel-RNA an der vorgesehenen 
Stelle. Das Hinzufugen der tRNA-Struktur zur Ribozymsequenz blockiert nicht die Ribozymaktivitat. tRNA- 
Ribozymmolekule, synthetisiert von Genen, die in Oozyten injiziert worden sind, spalten die Ziel-RNA 
ebenfalls an der vorgesehenen Stelle und mit derselben Effektivitat wie in vitro synthetisierte Ribozyme 
ohne die zusatzliche tRNA-Struktur. Das beweist, dafl in vivo Synthese und Prozessierung eines tRNA- 

50 Ribozyms nicht mit Modifikationen einhergehen, die die Wirkung des Ribozyms behindern. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde erstmals in vivo die Aktivitat eines Ribozyms nachgewie- 
sen. Dazu wurden tDNA/Ribozym-Gene zusammen mit radioaktiv markiertem GTP in den Kern von Oozyten 
injiziert. Nach achtstundiger Inkubation. die fur die Ribozymsynthese vorgesehen war. wurde die radioaktiv 
markierte Substrat-RNA (U7 RNA) ins Zytoplasma der Oozyten injiziert. Nach weiteren zwei Stunden wurde 

55 die Nukleinsaure aus den Oozyten prapariert: In den Oozyten. in denen Ribozymsynthese stattgefunden 
hatte, wurde keine verbleibende Substrat-RNA nachgewiesen. Im Gegensatz dazu war die Substrat-RNA in 
denjenigen Oozyten stabil. die nicht mit dem tDNA/Ribozymgen injiziert worden waren bzw. bei denen das 
Gen den Kern verfehit hatte. 
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Es konnte im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch gezeigt werden, dafl die erfindungsgemaflen 
tDNA-Ribozyme die transformierende Wirkung eines Onkogens inhibieren konnen. Anhand von erythroiden 
HOhnerzellen, transformiert mit dem erbB-Onkogen, wurde die Aktivitat eines tRNA-Ribozyms uber die 

J. . - t- «:„f,«+r^r^^rt Hi'ff £irz^r« inn Hor 7fiiip*n in Frvthm^vten nachoewie- 

aurcn inniuiyruiiy ut;i triuo dApicooiv-m ^sniuv^^x^.i^-^ w,...^. ^-..^ - — — ^■ 

sen. 

Die Wirksamkeit der erfindungsgemaflen genetischen Einheiten kann auch durch Beobachtung der 
Resistenz von Mauszellen gegen Infektionen. beispielsweise Polyomainfektionen. nach Anwendung von 
erfindungsgema/3en genetischen Einheiten. die gegen das Virus (gegebenenfalls gegen mehrere Regionen), 
z.B- gegen das Papilloma-Virus gerichtet sind, uberpruft werden. 



Beispiel 1 



Konstruktion von tRNA Ribozynngenen 



a) Konstruktion von pSPTISmetl 

Das Methionin-lnitiator 1-tRNA-Gen von Xenopus. vorhanden auf einenr^ 284 bp EcoRI-Fragment. das in 
pBR322 kloniert war (das Hinfl H-G-Fragment (Hofstetter et al.. 1981. Tellford et al. 1979), wurde durch 
EcoRI Verdau des pBR322 Vektors isoliert, durch Gelelektrophorese (2 % Agarose/TBE) gereinigt und in 
die EcoR1 Steile des bakteriellen Plasmids pSPTIB (Boehringer Mannheim) so ligiert. da/3 bei Transkription 
des Plasmids mit SP6-Polymerase ein Sense-tRNA-TranskrIpt erhaiten wurde. Dazu wurden Standardklonie- 
rungsmethoden, beschrieben in (Maniatis). verwendet. Der Hauptvorteil der Rekionierung des tRNA-Gens in 
pSPT18 liegt im Vorhandensein von einander gegenuberliegenden SP6- und T7-RNA Polymerase-Promoto- 
ren auf dem Plasmid. Daher konnen durch in vitro Transkription spezifische RNA-Transkripte. die entweder 
die tRNA-Ribozymsequenz Oder die dazu komplementare Sequenz enthaiten, erhaiten werden (Melton et 
al. 1984). Diese Transkripte sind nutzlich. urn die Spaltaktivitat des RNA-Molekuls zu testen Oder urn durch 
ein "RNase Protection Mapping" die Anwesenheit von tRNA-Ribozymen in Zellextrakten, die das tRNA- 
Ribozym exprimieren. nachzuweisen. 



b) Konstruktion von tRNA-Ribozymgenen 

Das tRNA-Gen auf pSPT18met1 wurde an der einzigen Apal Steile in der Anticodon-Stamm- und 
Schleifenregion gespalten (s. Fig. 2). Diese Abbildung zeigt Plasmide. die die fur tRNA-Ribozym-kodierende 
Sequenzen enthaiten. pSPTIS metl enthalt das 284 bp EcoRI-Fragment, das das Xenopus laev.s Initiator- 
tRNA-Gen tragt. Dabei handelt es sich um das G-H Fragment (Hofstetter et al.. 1981). kloniert in die EcoRI - 
Steile des Polylinkers von pSPTlS. Die komplementaren Oligonukleotide. kodierend fur Ribozyme, die 
gegen UTsnRNA (CD33 und die beiden Sequenzen der erbB-mRNA (ESI 3. ES53) gerichtet sind, werden 
gezeigt. Die hier verwendete Klonierungsstrategie ergab die Entfernung der iiberstehenden Enden der Apal- 
Stelie im tRNA-Gen. Der Anteil des Inserts, kodierend fur das Ribozym und die zur Ziel-RNA komplementa- 
ren Regionen (Anti-U7. Anti-erbB) ist gekennzeichnet. ebenso wie die A- und B-Box. der Abschnitt der 5 T- 
Reste (Terminationssignai) und die Transkriptionsinitiationsstellen. Das Plasmid enthalt den ColEI Replika- 
tionsursprung. einen Ampicillinresistenz-marker und die Promotoren fur T7-und SP6-RNA-Polymerase. 

Zur Herstellung doppelstrangiger synthetischer DNA-OIigonukleotide. kodierend fur die viroide Spaltse- 
quenz (Haseloff et al.. 1988) flankiert von den zur Ziel-mRNA komplementaren Sequenzen, wurden 
zunachst einzelstrangige Oligonukleotide nach Standardmethoden (Applied Biosystems DNA synthesizer) 
hergestellt. Komplementare Oligonukleotide wurden phosphoryiiert. anneait und in das Apal gespaltene 
pSPTISmetl Plasmid unter Verwendung von Standardmethoden hineinligiert (Maniatis). Die Ligationsmi- 
schung wurde zur Transformation von E.coli HP101 verwendet, Bakterienklone. die das neue Plasmid 
enthieiten, wurden isoliert und das Vorhandensein von aktiven Ribozymsequenzen auf dem bakteriellen 
Plasmid auf zwei Arten bestatigt: 

1) RNA-Molekule. die von der in vitro SP6-Transkription klonierter DNA-Plasmide stammten. wurden 
mit einer radioaktiv markierten RNA. enthaltend die Zielsequenz fur das Ribozym, inkubiert und auf 
spezifische Spaltung der Ziel-RNA getestet (s. Fig. 4). 

2) Das Vorhandensein korrekt inserierter DNA-Sequenzen wurde durch Dideoxy-DNA-Sequenzierung 
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uber die Insertionsstelle bestatigt. 

Fig. 4 zeigt die in vitro Ribozymaktivitat der tRNA-Ribozyme. Plasmid-DNA-Molekule, die die 
erBschnitt-tRNA-Ribozyme ESI 3 und ES53 trugen. warden mit PvuH verdaut und mit SP6-RNA-Polynnerase 
transkribiert. Diese Transkription lieferte 230 Nukleotlde lange RNA-Molekule, die die tRNA-Ribozymse- 

5 quenz und zusatzlich die 5 - und 3 flankierenden Sequenzen. die von den flankierenden Xenopussequenzen 
und den flankierenden bakteriellen Plasmidsequenzen stammen, enthalten (s. Fig. 2). Die Ribozymtranskrip- 
te wurden mit 20.000 cpm (20 fM) eines RNA-Molekuls mit der Region der erbB-mRNA. umfassend das 
Initiationscodon, inkubiert. Das RNA-Molekul besitzt die Zielsequenzen sowohl fur ESI 3 und ES53 (s. Fig. 
3). Nach 2stundiger Inkubation des Ribozyms plus Ziel-RNA bei 37'C in Gegenwart von 10 mM MgCb. 20 

w mM TRIS-HCI, pH 7.5 und 150 mf^ NaCI. wurde EDTA zu einer Konzentration von 15 mM zugefugt. die 
Probe getrocknet, in 80% Formamid/TBE gelost. 30 sek. bei 95 *C erhitzt und auf einem 9.5% 
Acrylamid/8.3 M Harnstoff/ TBE-Gel aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurden die markierten RNA- 
Molekule durch Autoradiographie nachgewiesen. 

Spur M: Molekulargewichtsmarker: pBR322 DNA, gespaiten mit Hpall und unter Verwendung des Klenow- 
15 Fragments der DNA-Polymerase mit alpha-^^P-CTP radioaktiv markiert (Maniatis). Die Molekulargewichts- 
marker wurden unmittelbar vor dem Auftragen auf das Gel in 80% Formamid/TBE gelost und 3 min. bei 
95* C erhitzt. Die Molekulargewichte einiger der Fragmente (in Nukleotiden) sind links angegeben. 
Spur 1: erbB-Ziel-mRNA (20.000 cpm, 20 fM) ohne Inkubation, 

Spur 3: erbB-Ziel-mRNA (20.000 cpm. 20 fM), inkubiert mit MgCl2 bei 37* C ohne Ribozyme. 
20 Spur 4: erbB-Ziel-mRNA (20.000 cpm, 20 fM), inkubiert mit ES13-RNA (1 fM). 

Spur 5: erbB-Ziel-mRNA (20.000 cpm, 20 fM), inkubiert mit ES53-RNA. ^ 
Rechts von der Fig. sind die Molekulargewichte (in Nukleotiden) der erbB-Ziel-mRNA und der 5'- und 
3 Spaltprodukte beider Ribozymspaltreaktionen angegeben. (s. auch Fig. 3) 

Fig. 3 zeigt die Komplementaritat zwischen Ribozymen und Ziel-RNAs: CD33 (A) gegen U7snRNA 
25 ' Gotten et al.. 1988). ES13 (C) und ES53 (B) gegen Sequenzen der erbBmRNA (Venustrom et al.. 1980). 

Der tRNA-Anteil der tRNA-Ribozyme ist aus Grunden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt. Die Spaltstel- 
len fur das Ribozym sind gekennzeichnet. ebenso die Initiationscodons der erbB-mRNA. 

30 Beispiel 2 



tRNA-Ribozymtranskription in Xenopus Oozyten. 

35 Die Transkription der tRNA-Ribozymgene. mikroinjiziert in Xenopus-Oozyten, wurde nach der in 
(Kressmann et al.. 1978, Hofstetter et al.. 1981. Kressmann et aL 1980) fur tDNA beschriebenen Methode 
durchgefuhrt. Dazu wurde wie folgt vorgegangen: Stadium Vi Oozyten wurden erhalten von HCG (Humanes 
Chorion Gonadotropin)-stimulierten erwachsenen Xenopus laevis Weibchen. Die Oozyten wurden kurz 
zentrifugiert. um den Kern an den Rand der Oozyte zu bringen. Jeder Kern wurde mit ca. 50 nl einer 

40 Losung. enthaltend 0.3 ug/ul supercoiled Plasmid DNA (enthaltend das tRNA-Ribozymgen gemafl Beispiel 
1 ) und 2 uCi/ul 32p.GTP injiziert. Nach 5 bis 8 stilndiger Inkubation bei 20 'C wurden die einzeinen 
injizierten Oozyten in 1% SDS. 1 mg/ml Proteinase K, 300 mM NaCI. 20 mM Tris, pH 8, 20 mM EDTA (400 
u.l/Oozyte) bei 37*0 45 min. verdaut, einmal mit Phenol und einmal mit Phenol/Chloroform extrahiert und 
mit Ethanol gefallt. Die gesammelten Ethanol-Prazipitate wurden in 80% Formamid/TBE gelost. kurz 

45 zwecks Denaturierung bei 95 'C erhitzt und durch Elektrophorese auf einem 10% Acryiamid/8,3 M 
Harnstoff/TBE-Gel aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Bei alien Versuchen mit tRNA- 
Ribozymgenen enhielten die tnjektionslosungen das Wildtyp metRNA Gen mit einer Konzentration von 1/6 
der Konzentration des tRNA-Ribozymgens. TBE-Puffer (Tris. Borat. EDTA) wurde nach der Vorschrift, 
beschrieben in (Maniatis). hergestellt. 

so Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Fig. 5: 

Spur m: Molekulargewichtsmarker: wie in Fig. 4. Die Molekulargewichte einiger der Fragmente (in Nukleoti- 
den) sind links in der Fig. angegeben. Spuren 1,2,3: Die Nukleinsaure von einzeinen Oozyten, injiziert mit 
dem Met-tRNA-Gen und dem Met-tRNA- Ribozymgen metribo 33. Rechts in der Figur sind die Positionen 
der Met-tRNA (met,77 Nukleotide lang) und des tRNA-Ribozyms (met ribo), 128 Nukleotide lang) angege- 

55 ben. 



Beispiel 3 
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Bestimmung der Ribozymaktivitat von Oozyten synthetisiertem tRNA-Ribozym im Vergleich mit in vitro 
synthetisiertem Ribozym, das keine tRNA-Sequenzen aufweist. 

Ein gegen U7 gerirhtfitfts tRNA-Ribozym. synthetisiert in mikroiniizierten Oozyten wurde durch Auftren- 
5 nung mitteFs Elektrophorese erhaiten, dutch Autoradlographie sichtbar gemacht. aus dem Pofyacrylamidgel 
herausgeschnitten und durch Inkubation uber Nacht in einem Eppendorf Vibrator in HEP ("Heidelberg 
Extraktionspuffer": 0,75 M Ammonium-acetat. 10 aiM Magnesiunnacetat. 1 % (Vol.A/ol.) Phenol. 0.1 % 
(Gew./Vol.) SDS. 0,1 mM EDTA) eluiert. Die eluierte RNA wurde einrr^al mit Phenol/Chloroform und etnmal 
mit Chloroform extrahiert und mit Ethanol in Gegenwart von 10 ug E.coli tRNA als Trager gefallt. Das 
TO Prazipitat wurde aufgenommen und mittels Cerenkov-Zahlung der 32p-Markierung unter Verwendung der 
Werte fur die spezifische Aktivitat (Kressmann et al., 1982) quantitativ bestimmt. Proben des tRNA- 
Ribozyms wurden mit 32p-markierter RNA, enthaltend die U7-Sequenz (10.000 cpm/Probe. 10 fM plus die 
angegebenen Mengen an unmarkierter U7-RNA) 2h bei 37' C in Anwesenheit von 150 mM NaCI. 10 mM 
MgCIa und 20 mM Tris-HCI. pH 7,5 inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zusatz von EDTA auf 15 mM 
15 gestoppt. die Proben wurden getrocknet. in 80% Formamid/TBE gelost, bei 95' C 30 sek. erhitzt und auf 
einem vorgewarmten 9.5 % Acrylamid/ 8,3 M Harnstoff/ TBE-Gel aufgetrennt. Die radioaktiv markierten 
RNA-Arten wurden durch Autoradiographie bei -80 *C mit einer Dr. Goos "special" Verstarkerfolie sichtbar 
gemacht. 

Das Ribozym CD32 wurde erhaiten durch T7-Polymerase-Transkription eines Plasmids. enthaltend das 
20 Insert von CD33 (s. Fig. 2) und kloniert in die Hind Ill/Sal l-Stellen von pSPTl9 (Boehringer Mannheim). 
Dieses Transkript enthalt nur die Ribozymsequenz plus die zu U7 komplementaren Sequenzen. flankiert 
von kurzen Abschnitten der Vektorsequenz. Die Spaitaktivitat dieses Ribozyms wurde als Vergleich mit der 
Spaltaktivitat des oozytensynthetisierten tRNA-Ribozyms CD 33 herangezogen. um den Einfiufl der Sekun- 
darstruktur der tRNA sowie der in vivo Synthese und -Modifikation auf die Ribozymaktivitat zu beurteilen. 
25 Es zeigte sich, da^ beide Ribozyme (CD 32 und CD 33) die U7-Sequenz enthaltende RNA (94 Nukleotide 
lang) in ein s'-Spaltprodukt von 25 Nukleotiden und ein 3'-Spaltprodukt von 69 Nukleotiden spalten. 

Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Fig. 6: 
Spuren m: Molekulargewichtsmarker analog Fig. 5 
Spur 1: U7-RNA (10.000 cpm, 10 fM). inkubiert ohne Ribozym. 
30 Spur 2: U7-RNA (10.000 cpm, 100 fM), inkubiert mit 10 fM des oozyten-synthetisierten tRNA-Ribozyms 
CD33 

Spur 3: U7-RNA (10.000 cpm, 1 pM), inkubiert mit 10 fM oozyten-synthetisiertem tRNA-Ribozym CD33. 
Spur 4: U7-RNA (10.000 cpm. 100 fM), inkubiert mit 10 fM von in vitro mit T7-Polymerase synthetisiertem 
Ribozym CD32. 

35 Spur 5: U7-RNA (10.000 cpm, 100 fM), inkubiert mit 1 fM von in vitro mit T7-Polymerase synthetisiertem 
Ribozym CD32. 



Bestimmung der Spaltung von Ribozymsubstrat in Oozyten 

Eine Mischung von 32p-GTP, Anti U7-tRNA-Ribozymgen und das Met-tRNA-Gen wurden in Oozytenker- 
45 ne injiziert. Die injizierten Oozyten wurden. wie in Beispiel 2 beschrieben, bei 20*C 8 h inkubiert. um 
Transkription stattfinden zu lassen. Daraufhin wurde radioaktiv markierte U7-RNA (50 nl. 100.000 cpm/ul, 
100 fM/ul) ins Cytoplasma der Oozyten injiziert. Die Oozyten wurden daraufhin 2 h lang inkubiert. Die 
Praparation der Nukleinsauren von einzelnen Oozyten und ihre Auftrennung mittels Gelelektrophorese 
wurden durchgefuhrt wie in oben beschrieben. 
50 Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Fig. 7: 
Spuren m: Molekulargewichtsmarker wie Fig. 5 

Spur 1: Nukleinsauren aus einer Oozyte injiziert mit den Met- und Metribo-Genen 
Spuren 2 und 3: Oozyten, injiziert mit Met und Metribo. gefolgt von U7-RNA-lnjektion. 
Spuren 4 und 5: Oozyten.nur mit U7-RNA injiziert. 
55 Spur 6: Ein Aliquot der U7-RNA verwendet fur die Injektion. 

Spur 7: U7-RNA (10 fM), inkubiert mit dem Ribozym CD32 (10 fM) wahrend 2h bei 37* C in Gegenwart von 
150 mM NaCI. 10 mM MgCIa und 20 mM Tris-HCI. pH 7,5. Wegen der Gelbedingungen ist nur das 3- 
Spaltprodukt (69 Nukleotide) gezeigt. 



Beispiel 4: 
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Beispiei 5: 



Transkriptionsaktivitat von tRNA-Ribozymen in Huhnerzellen 

5 

Plasmid-DNA-Molekule. enthaltend die tRNA-Ribozymgene wurden In Huhnerzellen eingefuhrt. um die 
Transkriptionsaktivitat der Gene zu bestimmen. Es wurde gezeigt. dafi das tRNA-Ribozynngen (abgeleitet 
von einem Xenopus-tRNA-Gen) In Huhnerzellen effizient transkribiert wird. Dazu wurde wie foigt vorgegan- 
gen: 10^ primare Huhnerembryo-Fibroblastenzellen (Zenke et al., 1988) wurden pro 10 cnn-Schale nach 

70 Standardmethode ausgesat und uber Nacht wachsen gelassen. Am Morgan wurde jede Schale mit 10 ug 
Plasmid-DNA (enthaltend entweder erbBschnitt 13 Oder ebrBschnitt 53) unter Verwendung der 
Calciumphosphat-Coprazipitations-Methode (Graham et al.. 1973) transfiziert. Die Zellen wurden uber Nacht 
dem Prazipitat ausgesetzt, am darauffolgenden Morgen zweimal mit frischen Medium gewaschen und 
weltere 48 h in frischen Medium Inkubiert. Das Medium wurde daraufhin entfernt. die Zellen in PK/SDS- 

;5 Puffer (s. oben) aufgenommen und die Nukleinsaure gewonnen. Daraufhin wurde die Nukleinsaure einem 
"RNAse Protection Mapping" unter Verwendung von 32p,nnarkierten Antisense erbBschnitt 13 Oder 
erbBschnitt 53 RNA-Sonden unterzogen. um die Anwesenheit von tRNA-Rlbozym-TranskrIpten nachzuwei- 
sen. Markierte RNA (10.000 cpm/ 10 fM Antisense-RNA pro Probe) wurde dem getrockneten Ethanolprazipi- 
tat zugefugt. die Probe abermals getrocknet und in 10 ul 80% entionisiertem Formamid, 400 mM NaCl, 20 

20 mM PIPES. pH 6.5. 10 mM EDTA gelost. Die Proben wurden mit sterilem Paraffinol uberschichtet. 3 min. 
bei 95'C erhitzt und rasch in ein 45* C Wasserbad uberfuhrt, in dem uber Nacht bebrutet wurde. Am 
Morgen wurden 0.3 ml eiskaltes NaCI (300 mM). 30 mM Tris. pH 7.5. 1 mM EDTA. 0.05 mg/ml RNase A 
und 80 Einheiten/ml RNase Tl. unter rascher. vorslchtiger Bewegung zugefugt. Die Proben wurden bei 
Raumtemperatur 45 min. bebrutet. Proteinase K und SDS wurden auf 1 mg/ml und 0.5 % zugefugt. die 

25 Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieflend bei 56'C je 20 min. fortgesetzt. Die Probe wurde nach 
Zusatz von 10 ug tRNA mit Ethanol gefallt. Der aufgenommene Niederschlag wurde in 80% Formamld/TBE 
aufgenommen und auf einem vorgewarmten 9,5 % Acrylamid/8.3 M Harnstoff/TBE-Gel aufgetrennt. 
Das Ergebnis dieses Versuches zeigt Fig. 8: 

Spuren m: Molekulargewichtsmarker wie in den vorangegangenen Beispielen 
30 Spur 1: Antisense ES 13-Sonde. hybridisiert mit Exoli tRNA (10 ug) 
Spur 2: Antisense ES 53-Sonde. hybridisiert mit E.coli tRNA 

Spuren 3 und 4: Mapping der Nukleinsauren von 10 000 und 100 000 Zellen. die nicht mit Plasmid DNA, 
hybridisiert mit der ES 13 Sonde, transfiziert waren 

Spuren 5 und 6: Mapping der Nukleinsauren von 10 000 und 100 000 Zellen. transfiziert mit ES 13, 
35 hybridisiert mit der ES 13-Sonde. 

Spuren 7 und 8: Mapping der Nukleinsaure von 10 000 und 100 000 Zellen. transfiziert mit ES 53, das mit 
der ES 53-Sonde hybridisiert worden war. 

40 Beispiei 6 

Schwachung der Wirkung des v-erb B Onkogens durch tDNA Ribozym-Gene; die mit Hilfe von 
Polylysin-Transferrin -Konjugaten in v-erb B transformierte Erythroblasten eingebracht wurden. 

Anhand dieses Beispiels konnte gezeigt werden, da/5 tDNA-RitxDzyme. die gegen das erb 8 Onkogen 
45 gerichtet sind. mit Hilfe von Polylysin-Transferrin-Konjugaten in erb B-transformierte Huhner-erythroblasten 
eingebracht werden und die transfdrmierende Wirkung des Onkogens schwachen konnen. 



Vorversuch 1 

50 

Herstellung von Transferrin - Polylysin - Konjugaten 

Die Kopplung erfolgte analog literaturbekannter Methoden (vgL G. Jung. W. Kohnlein und G. Luders. 
55 Biochem. Biophys.Res. Commun. 101 (1981). 599 ) durch Einfuhrung von Disulfidbrucken nach Modifizie- 
rung mit Succinimidylpyridyldithiopropionat. 
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Pyridyldithropropionat - modifiziertes Transferrin 1 : 

6 ml einer tiber Sephadex G-25 gelfiltrierten Losung von 120 mg ( 1.5 umol) Transferrin ( aus 

unter gutem Schuttein mit 200 u! einer 15 mM ethanoiischen Losung von Succinimidylpyridyldithlopropio- 
nat (SPDP. Pharmacia) versetzt und 1 h bei Raumtemperatur und gelegentlichem Schuttein reagieren 
gelassen. Ober eine Gelsaule (Sephadex G-25. 14 x 180 mm. 0.1 M Natriumphosp hat- Puffer pH 7.8 ) 
wurden niedermolekulare Reaktionsprodukte und Reagensreste abgetrennt und dabei 7 ml der Produktfrak- 
tion erhalten; der Gehalt von an Transferrin gebundenem Pyridyidithiopropionatresten wurde anhand eines 
Aliquots nach Reduktion mit Dithiothreltol durch photometrische Bestimmung der Menge an freigesetztem 
Pyridin-2-thion ermtttelt und betrug ca 2.6 umol. 



Mercaptopropionat - modifiziertes Polylysin 2: 

Eine Losung von 18 mg (ca 1.0 uMol) Poly(L)Lysin -Hydrobromid (Sigma. Fluoresceinisothiocyanat ( = 
FITC ) - markiert. Molekulargewicht ca 18000 / entspricht einem durchschnittlichem Polymerlsationsgrad ca 
90 ) in 3 ml 0.1 M Natriumphosphat (pH 7.8) wurde uber Sephadex G-25 filtriert. Die Polylysin-Losung 
wurde mit Wasser auf 7 ml verdunnt. unter gutem Schuttein mit 270 ul einer 15 mM ethanoiischen Losung 
von SPDP versetzt. und 1 h in der Dunkelheit bei Raumtemperatur und unter gelegentlichem Schuttein 
reagieren gelassen. Nach Zugabe von 0.5 ml 1 M Natriumacetat-Puffer (pH 5.0) wurde zur Abtrennung von 
niedermolekularen Substanzen uber Sephadex G-25 filtriert (Eluens : 20 mM Natriumacetat-Puffer pH 5.0). 
Die Produktfraktion (Ninhydrinfarbung, Fluoreszenz) wurde i.Vak. eingeengt. mit Puffer auf pH ca 7" 
gebracht. eine Losung von 23 mg (150 umol) Dithiothreitol in 200 ul Wasser zugegeben und 1 h bei 
Raumtemp. unter Argon in der Dunkelheit stehen gelassen. Durch weitere Gelfiltration (Sephadex G-25. 14 
X 130 mm Saule. 10 mM Natrium-acetat-Puffer pH 5.0) wurde von uberschusslgem Reduktionsmittei 
abgetrennt und man erhielt 3.5 ml Produktlosung an Fluoreszenz-markiertem Polylysin mit einem Gehalt 
van 3.8 Mol Mercaptogruppen (photometrische Bestimmung mittels Ellman's Reagens. 5,5'-Dithiobis(2- 
nitrobenzoesaure) ). 



Transferrin - Polylysin - Konjugate 3: 

Die wie oben beschrieben erhaltene Losung von modifiziertem Transferrin 1 ( 7 ml in 0.1 M 
Natriumphosphat-Puffer pH 7.8 , ca 1.5 umol Transferrin mit ca 2.6 uMol Pyridyldithiopropionat-Resten) 
wurde mit Argon gespult; es wurden 2.0 ml der oben beschhebenen Losung von Mercapto-modifiziertem 
Polylysin 2 (in 10 mM Natriumacetat-Puffer pH 5.0, das entspricht ca 0.6 umol PolyLysin mit ca 2.2 umol 
Mercaptogruppen) zugegeben. mit Argon gespult, geschuttelt und 18 h bei Raumtemperatur in der 
Dunkelheit und unter Argon reagieren gelassen. Das Reactionsgemisch wurde mit Wasser auf 14 ml 
verdunnt und durch lonenaustauschchromatographie aufgetrennt (Pharmacia Mono S Saule HR 10/10, 
Gradienteneluation. Puffer A : 50 mM HEPES pH 7.9 , Puffer B : A + 3 M Natriumchlorid. 0.5 ml/min). 
Nichtkonjugiertes Transferrin wurde am Anfang eluiert, Produktfraktionen bei ca 0.66 - 1.5 M Natriumchlorid. 
Die konjugierten Produkte (Ninhydrinfarbung, in UV bei 280 nm Proteinabsorbtion, und Fluoreszenz) wurden 
in 6 Fraktionen mit einem Gehalt von je ca 10 mg Transferrin gesammeit. Die Fraktionen wurden zunachst 
gegen eine 100 mM Eisen(IM)citrat-Losung (mit Natriumhydrogencarbonat auf pH 7.8 gebracht) dialysiert 
und danach noch zweimal gegen 1 mM HEPES-Puffer (pH 7.5). 

Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese (10% SDS, 8% Polyacrytamid) zeigte bei Vorbehandlung mit 2- 
Mercaptoethanol in alien 6 Fraktionen einen ungefahr gleichen Gehalt an Transferrin , wahrend in nicht 
reduzierten Proben keine Banden fur freies Transferrin, sondern nur wenlger weit wandernde Konjugate 
sichtbar waren. 



Vorversuch 2 



Transport von Transferrin-Polylysin-Konjugaten in lebende Zellen 

Urn nachzuweisen, da/3 die im Vorversuch 1 beschriebenen Transferrin-Polylysin-Konjugate efftzient in 
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lebende Erythroblasten aufgenommen werden. warden diese Konjugate mit FITC markiert. Es ist bekannt 
(Schmidt et al., 1986). da/J FITC- markiertes Transferrin nach einigen Stunden Inkubation mit Erythroblasten. 
denen vorher Transferrin entzogen worden war. in Vesikein innerhalb der Zelle nachweisbar war 
(Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop). 

5 Im vorliegenden Beispiel wurden Erythroblasten. (durch ein EGF-Rezeptor-Retrovirus transform iert, 

Kahazaie et ah, 1988) 18 Stunden in transferrinfreiem Oifferenzierungsmedium (Zusammensetzung in Zenke 
et al.. 1988) bei 37* C (Zellkonzentration 1,5x10^ /ml) inkubiert. Nach Zugabe der verschiedenen Transferrin- 
Polylysin-Konjugate (Oder, als Kontrolle. der entsprechenden Menge sterilen aq bidest) wurden die Zellen 
bei 37* C in Gegenwart von 10 ng/ml EGF (um den transformierten Zustand aufrechzuerhalten) inkubiert. 

70 Nach 24 und 48 Stunden wurden ca 5x10^ Zellen entnommen.l mal in phosphatgepufferter physiologischer 
Kochsalzlosung (PBS; pH 7.2) gewaschen, mit dem SOfachen Volumen einer Mischung von 3.7 % 
Formaldehyd und 0.02% Glutaraldehyd in PBS fixiert (10 min, 40* C), 1 mal in PBS gewaschen, in Elvanol 
eingebettet und im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot.Schmalband-FITC und TRITC-Anregung) unter- 
sucht- Gleichzeitig wurde in anderen Aliquots der verschiedenen Ansatze die Wachstumsrate der Zellen 

/5 bestimmt. Hierzu wurden 100 ul Zellsuspension entnommen und der Einbau von ^H-Thymidin (8 uCi/ml,2 
Stunden) bestimmt. wie in Leutz et al.. 1984 beschrieben. Aus Fig. 10 geht hervor. da/3 die mit Transferrin- 
Polylysin inkubierten Erythroblasten nach 24 Stunden 2 bis 10 stark fluoreszierende Vesikei aufweisen. die 
in den Kontrollen nicht nachweisbar sind. Tabelle A zeigte, dafl mit Ausnahme der Fraktion 6 alle Konjugate 
von praktisch alien Zellen aufgenommen worden sind. 

20 Die Tatsache, dafl die Zellen in alien Proben gieich schnell wachsen (wie durch Einbau von tritiiertem 

Thymidin (^H TdR) gemessen; Tabelle A), beweist, dafl die Zellen durch die Polylysin-Konstrukte nicht 
geschadigt werden und somit eine unspezifische Aufnahme (z.B, uber durchlassig gewordene Zellmembra- 
nen) auszuschlie/Jen ist. 

25 • 

Vorversuch 3 



Polylysin-Transferrinkonstrukte konnen bei der in vitro induzierten Reifung von Huhner-Erythroblasten zu 
30 Erythrocyten den nativen Transferrin-Eisenkomplex funktionell ersetzen 

Ziel dieses Versuches war es zu zeigen. dafl die hier verwendeten Transferrin-Polylysin-Konjugate von 
der Zelle wie natives Transferrin verwendet werden. d.h. den normalen Transferrinzyklus mit ahnlicher 
Effizienz durchlaufen. Als Testsystem hierfur sind Erythroblasten, die durch "Abschalten" des'transformie- 

35 renden Onkogens zur Ausreifung in normale Erythrocyten induziert werden konnen. besonders geeignet 
(Beug et al.. 1982). Aus der Literatur geht hervor. da/5 solche Zellen zur normalen Reifung hohe 
Konzentrationen an Transferrin-Eisen-Komplex benotigen (100 - 200 ug/ml, 3 fach geringere Konzentratio- 
nen verhindern das Ausreifen der Zellen und fuhren nach mehreren Tagen zum Tod der Zellen (Kowenz et 
al.. 1986). Auch konnte gezeigt werden (Schmidt et al.. 1986), dafl "recycling", also Wiederverwendung von 

40 Transferrinrezeptoren und damit ein mit optimaler Geschwindigkelt ablaufender Transferrinzyklus fur eine 
normale in vitro Differenzierung unerlafllich ist. 

Erythroblasten (durch das EGF-Rezeptor-Retrovlrus transformiert) wurden durch Entzug von EGF und 
Zugabe einer optimalen f^enge an partiell gereinigtem HCihner-Erythropoietins (Kowenz et al., 1986. frei von 
Transferrin) zur Differenzierung induziert. Die Inkubation erfolgte bei einer Zellkonzentration von 1x10^ /ml in 

45 transferrinfreiem Oifferenzierungsmedium bei 42 *C und 5% GO2. Bei Inkubationsbeginn wurde entweder 
nativer Transferrin-Eisen-Komplex (Sigma. 100 ug/ml) oder die mit Eisen gesattigten Transferrin-Polylysin- 
Konjugate (Konzentration ebenfalls loo ug/ml) zugegeben. Wachstum und Reifungszustand der Zellen 
wurden auf folgende Art nach 24 und 48 h analysiert: 

1- Bestimmung der Zellzahl (im Coulter Counter, Modell ZM. Beug et al,1984) 

50 2. Aufnahme von Zell-Groflenverteilungen (im Coulter-Channelyzer Mod. 256) und 

3. Photometrische Messung des Hamoglobingehalts der Zellen (Kowenz et al., 1986) Au/3erdem 
wurden Aliquots der Ansatze nach 72 Stunden in einer Cytozentrifuge (Shandon) auf Objekttrager zentrifu- 
giert und einem histochemischen Nachweis fur Hamoglobin unterzogen (Farbung mit neutralem Benzidin 
plus Diff-Quik Schnellfarbung fur Blutzellen. Beug et al., 1982). 

55 Die Ergebntsse in Tabelle B zeigen deutlich, da/5 Zellen. die in Gegenwart der Polylysin-Transferrin 

Konjugate Fraktion 1 bis 5 zur Differenzierung induziert wurden, genauso effizient und mit gleicher 
Geschwindigkeit ausreifen wie solche. die mit nativem Transferrin-Eisen inkubiert wurden. Die Zellen in den 
transferrinfreien Kontrollen dagegen zeigten ein stark verlangsamtes Zellwachstum und akkumulierten nur 
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geringe Mengen an Hamoglobin. Die Untersuchung des Zellphanotyps an gefarbten Cytospin Praeparaten 
ergab, da/3 die mit Polylysin-Transferrin-Konjugaten inkubierten Zeilen genauso zu spaten Retikuiocyten 
(late reticulocytes, Beug et al..1982) herangereift waren wie die mit nativem Transferrin behandelten, 
wshrend die ohne Transferrin inkubierten ZeHen eine Mischun*'' cius desinte'^rierten und unreifen. er^thrn- 
5 blastenahnlichen Zeilen darstellten (Schmidt et al., 1986). Nur die mit Transferrin-Polylysin-Fraktion 6 
behandelten Zeilen wiesen einen geringeren Hamoglobingehalt und einen gro/3eren Prozentsatz an unreifen 
Zeilen auf (Tabelle B), Dies zeigt, da/3 die mit besonders vie! Polylysin konjugierte Fraktion 6 weniger gut 
im Transferrinzyklus funktioniert. Gleichzeitig weist dieses Ergebnis auf die Empfindllchkeit der Testmetho- 
de hin. 



Vorversuch 4 



15 Polylysin-Transferrin-Konjugate ermoglichen die Aufnahme von DNA in Huhnererythroblasten 

In voriiegendem Versuch sollte untersucht werden, ob DNA in einer Grofie. die der von tDNA- 
Rlbozymen (siehe Beispiei 1) entspricht, von Transferrin-Polylysin-Konjugaten effizient in das Zellinnere 
transportlert werden kann. Im vorliegenden Beispiei wurde tDNA mit einem Insert der Sequenz 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



CGTTAACAAGCTAACGTTGAGGGGCATGATATCGGGCC 
CCGGGCAATTGTTCGATTGCAACTCCCCGT ACTATAGC , 

Molekulargewicht ca. 300.000, mit gamma ^^P ATP endmarkiert (Maniatis), verwendet. Ungefahr 0.3 ug 
dieser DNA, gelost in 20 ul TE Puffer, wurden entweder mit 10 ug nativem Transferrin, mit 10 ug 
Transferrin-Polylysin Konjugat Fraktion 3, jeweils gelost in 5o ul aq bidest plus 4oo ug/ml Rinderserumalbu- 
min (Beug et al., 1982) oder mit 50 ul dieses Losungsmittels ohne Transferrin vermischt. Die DNA- 
Proteinmischungen wurden zu je 2 ml transferrinfreiem Differenzierungsmedium zugegeben, 4x1 o^ Huhne- 
rerythroblasten, (die mit einem EGF-Rezeptor-Retrovirus transformiert waren und 18 h. in transferrinfreiem 
Medium in Gegenwart von EGF vorinkubiert wurden. (Kahazaie et al., 1988) zugegeben und die Ansatze 8 
Stunden bei 37* C und 5 % CO2 inkubtert, Danach wurden die Zeilen abzentrifugiert. der Uberstand 
abgenommen und die Zeilen 3 mal in transferrinfreiem Medium gewaschen. Zellsediment und Kulturmedi- 
um wurden in1% SDS.Img/ml Proteinase K, 300 mM NaCI. 20mMTris pH 8.0. lOmM EDTA (PK/SDS- 
Puffer) aufgenommen, 30 min bei 37 'C inkubiert. mit Phenol/CIoroform extrahiert.und die DNA durch 
Ethanolfallung isoliert. Isolierte DNA mit einer Radioaktivitat von ingesamt 2000 cpm wurde auf einem nicht* 
denaturierenden 3.5 % Acrylamidgel aufgetrennt (TBE, Maniatis) und die DNA durch Autoradiographie 
nachgewiesen. Die Fig. zeigt Fluoreszenzaufnahmen von Huhnererythroblasten, die 24 h ohne (A) oder mit 
FITC-markierten Transferrin-Polylysin-Konjugaten {B,C) inkubiert wurden. Bei Anregung mit blauem Licht (B, 
zum Nachweis von FITC) sind deutlich mehrere fluoreszierende Vesikel in jeder Zelle zu erkennen. Die 
Spezifitat dieser Fluoreszenz wird dadurch gezeigt, da/J die Vesikelfluoreszenz bei Anregung mit grunem 
Licht (bei welcher eine ahnliche unspezifische Fluoreszenz der Zeilen wie in A zu sehen ist) nicht auftritt 
(C). 

Diese Fig. zeigt, da/3 in der mit Transferrin- Polylysin behandelten Zellprobe etwa 5-10 mal mehr DNA 
von den Zeilen aufgenommen worden ist ais in den Kontrollproben mit nativem Transferrin oder ohne 
Transferrin. 

Zwei tRNA-Ribozymgene, gerichtet gegen die Transiationsinitions-Region von erbB wurden konstruiert 
(vgl. Fig.2 und 3, Beispiei 1). Ca. 100 ug jedes das Gen enthaltenden Plasmids wurden EcoRI verdaut. um 
das tRNA-Ribozymgen auf einem 225 bp-Fragment freizusetzen. Die Verdauprodukte wurden mittels 
Klenow-Fragment endmarkiert und mittels Gelelektrophorese durch ein 2% Agarose/TBE-Gel gereinigt. Das 
Vektorfragment und die tRNARibozymgen-Fragmente wurden durch Ethidiumbromid-Farbung lokalisiert, 
ausgeschnitten und durch Elektroelution, Phenol/Chloroform- und Chioroformextraktion und Ethanolfallung 
gewonnen. Die gereinigten, radioaktiv markierten DNA-Fragmente wurden daraufhin unter Benutzung des 
Transferrin-Polylysin-Transportsystems dazu verwendet. die Aufnahme und die Hemmung der erbB-RNA zu 
bestimmen. Als Kontroll-DNA wurde der Vektor pSPT 18 verwendet. 

AIs Testzellsystem wurde eine Huhnererythroblastenzellinie gewahit, die durch eIne temperatursensitve 
Mutante (ts 34. Graf et al., 1978) des Vogel- Erythroblastosevirus AEV transformiert ist (Beug et al., 1982 
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b).(Das in diesen Zellen ebenfaHs exprimierte erb A Onkogen kann durch einen spezifischen Proteinkinase- 
Hemmer (H 7) inhibiert werden. Es wurde festgestellt. dafl das v-erbA-Onkogen in vivo und in vitro (d.h. als 
bakteriell exprimiertes Protein) an zwei Stellen. nannlich Ser 28 und Ser29. durch Proteinkinase C bzw. 
durch cAMP-abhangige Proteinkinase phosphorytiert wird. Mutation dieser Serine zu Alaninen verhindert die 

5 Phosphorylierung und zerstort die v- erbA-Onkogenaktivitat. H7 ist ein spezifischer Inhibitor dieser beiden 
Kinasen und ist in der Lage, in v-erbA-v-erbB haltigen Erythroblasten selektiv die durch v-erbA verursachten 
Veranderungen (z.B. Blockierung der Oifferenzierung) aufzuheben). 

Es ist bekannt, da/3 Erythroblasten, deren erbB Onkogen inaktiviert wird - z.B. durch Erhohung der 
Temperatur im Falle einer temperaturempfindlichen erb B Mutante -dazu induziert werden, zu Erythrocyten 

70 auszureifen. Eines der ersten Anzeichen fur diesen Vorgang est eine Induktion der Hamoglobinsynthese, die 
durch eirien empfindlichen Nachweis (saure Benzidinfarbung. Orkin et al., 1975, Graf et al., 1978) auf dem 
Niveau der Einzelzelie nachgewiesen werden kann. Als phanotypische Wirkung eines gegen erb B 
gerichteten Ribozyms in diesem Testsystem ware somit eine spezifische Erhohung der Zahl benzidin- 
positiver Zellen zu erwarten. 

75 Die diesem Beispiel zugrundeliegende Versuchsi-eihe wurde folgenderma/Jen durchgefuhrt: Die ver- 
schiedenen DNA-Praparationen (siehe oben und Tabelle C), gelost in 30 ul TE-Puffer, wurden mit jeweils 
10 ug nativem Transferrin -Eisenkomplex oder Transferrin-Polylysin -Konjugat (gelost in 50 ul aq. bidest.) 
gemischt und 30 min bet 37* C inkubiert. 

Im Falle der Vektor-DNA (10 ug) wurde entprechend mehr (100 ug) an Transferrin-Praparationen 

20 verwendet. Die DNA-Transferrin-DNA-Mischungen wurden zu je 1 ml transferrinfreiem Differenzierungsmedi- 
um (Zenke et a!., 1988) zugegeben. Die Testzellen (pro Ansatz 3x10^) wurden vor dem Versuch 6p. min in 
transferrinfreiem Differenzierungsmedium bei 42 'C inkubiert. (hierdurch wird die Transferrinaufnahme 
verstarkt) und zu den DNA-Transferrin-haltigen Ansatzen hinzugegeben. Nach 6 h, 18 h und 68 Stunden 
(Behandlung der Zellen siehe unten) wurden Proben entnommen, wie beschrieben, in Uberstand und 

25 Zellsediment aufgetrennt, in PK/SDS Puffer aufgenommen und die DNA analysiert (Fig. 9). 

Nach Inkubationsende (6 h) wurden die Zellen abzentrifugiert und in transferrinhaltigem Differenzie- 
rungsmedium mit Erythropoietin und Insulin (Kowenz et al., 1986, Zenke et al.. 1988)» 2 ml pro Ansatz und 
bei 37' C d.h. in Anwesenheit eines aktiven v-erb B-Proteins) weltere 72 h inkubiert. 
Folgende Ergebnisse wurden erhalten: 

30 1 . Ahnlich wie in Vorversuch 4 konnte eine verstarkte Aufnahme von DNA in der Groi3e der erbschnitt 

DNA's in den mit Transferrin-Polylysin behandelten Zellproben (etwa 5 fach) beobachtet werden. ^.^ 

2. Durch Transfektion von Huhnerfibroblasten mit erbschnitt DNA konnte gezeigt werden. dafl die 
erbschnitt-Ribozym-tDNA in Huhnerzellen exprimiert wird (siehe Beispiel 5). 

3. Tabeile C zeigt. dass in alien Fallen, in denen erbschnitt-Ribozym-tDNA mit Hllfe von Polylysin- 
35 Transferrin-Konstrukten in erb . B transformierte Erythroblasten eingebracht wurde, der Prozentsatz an 

benzidin-positiven Zellen signifikant (auf ca. das Doppelte) erhoht war (als Referenz dienten die Proben. die 
mit Vektor-DNA behandelt wurden und in denen die Verwendung von Polylysin-Transferrin-Konjugaten 
erwartungsgema/3 nicht zu einer Erhohung der Zahl benzidin-positiver Zellen fuhrte). 

40 

Beispiel 7 : 



Verlangerung der Anticodon-Stammregion erhoht die Ausbeute an ribtRNA 

45 

Das humane met tRNA-Gen (kloniert als BamHI/Rsal Fragment, erganzt durch EcoRI Linker, in die 
EcoRI Schnittstelle des Bluescript-Vektors) wurde an seiner einzigen Apal-Schnittstelle in der Anticodon- 
stammregion gespalten. Die einzelstrangigen Uberhange wurden durch T4-DNA-Polymerasebehandlung 
entfernt und Oligonukleotide. enthaltend die Ribozymsequenzen, inseriert. Die in den vorangegangenen 

50 Beispielen verwendete Ribozyminsertion resultierte in einem ribtRNA-Molekul, enthaltend einen 3-Basen- 
Stamm (Fig. 1 1 zeigt die Wildtyp-tRNAmet und die tRNArib mit dem verkurzten Anticodon-Stamm). Bei der 
zweiten Konstruktion wurde ein Oligonukleotid. das sich vom ersten durch die zur Wildtypsequenz 
komplementare Sequenz GGTTAT am 5 Ende unterschied. verwendet. Dabei wurde der Wildtypstamm 
wiederhergestellt und durch 4 zusatzliche Basenpaare verlangert (Fig. 12 zeigt die Konstruktion der tRNAritD 

55 mit dem verstarkten Anticodon-Stamm. Die Sequenz der Ribozyme ist in Fig. 13 dargestellt; am linken (5 ) 
Ende sind die Unterschiede in der Nukleotidsequenz zwischen der fur den verkurzten Stamm und den 
verstarkten Stamm kodierenden Region gekennzeichnet. In Fig. 13 ist weiters die Sequenz des met tRNA- 
Gens wiedergegeben). Die beiden Ligationsprodukte wurden nach der in Maniatis beschriebenen Standard- 
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methode in E.coH HB 101 transformiert, geeignete Klone wurden ausgewahlt. die Plasmid DNA isoliert und 
zur Bestimmung der richtigen Struktur sequenziert. Die beiden resultierenden ribtRNA-Gene wurden durch 
Mikroinjektion der kionierten DNA in Xenopus Oozyten. durchgefuhrt wie in Beispiel 2 bzw. 3 beschrieben, 
jri Qoggoi*/^*^ \'on ^^P'QTP Huf Transkriptionssktivitat und Akkumulierung dsr ribtRNA- Mol^k"'^ imfftrsnriht. 

5 Das Wildtyp-tRNA-Gen wurde bei lOfach niedrigerer Konzentration coinjiziert. Die injizierten Oozyten 
wurden 7 h lang bei 20 *C inkubiert, die resultierende RNA wurde geerntet (vgl Beispiel 2) und elektropho- 
retisch aufgetrennt (10 % Acrylamid/8.3 M Harnstoff/TBE-Gel) und die RNA-Molekule durch Autoradiogra- 
phie (2 Tage exponiert bei -70* C) sichtbar gemacht (Fig. 14). Das verkurzte ribtRNA-Ge liefert ca. 1/10 der 
RNA-Menge. die vonn Wildtyp-Gen transkribiert wird, im Vergleich dazu liefert das Gen. das fur das ribtRNA 

10 Molekul mit dem veriangerten Stamm kodiert, die Sfache Menge an RNA. 



Beispiel 8 

75 

Expression von Ribozymgenen ais Bestandteil von Introns 

Als Ausgangsgen wurde ein Xenopus laevis tRNA^^'C-Gen (Oocyten-Typ) gewahlt. welches ein 13 
Nukleotide umfassendes Intron enthalt. Die natOriiche Intron-Sequenz wurde wie folgt modifiziert: Erstens 

20 wurde eine geeignete Restriktionsschnittstelle eingefugt (Apal; GGGCCC), unr^ eine nachfolgende Klonierung 
von Oligonukieotiden zu ermoglichen, zweitens komplementare Nukleotide zum Antlcodon-Triplett, um 
durch Verlangerung der Intronsequenz uber ein zusatzlich stabilisierendes Strukturmerkmal zu verfugen. 
Die Gro^e des Introns im modifizierten Gen ist von 13 Nukleotide auf 15 Nukleotide erhoht (Fig. 15). 

Die Modifizierung der Intronsequenz wurde mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion ("Polymerase chain 

25 reaction" PGR; Ho et.ai.,1989) durchgefuhrt. Dafur wurden vier Primer synthetisiert. von denen zwei die 
geanderte Intronsequenz (zueinander komplementar) enthielten und zwei gegen das 5 - bzw. das 3 -Ende 
des Gens gerichtet waren, um eine EcoRI bzw. Sail Restriktionsschnittstelle einzufuhren. Das Wildtyp-Gen 
lag als Hhal-Fragment (258 bp), kloniert in pBR327, vor (Stutz et all 989). Das resultierende PCR-Produkt 
wurde tiber ein Agarosegel gereinigt. mit den genannten Restriktionsenzymen geschnitten und mit dem 

30 Vektor pAALM (= pSP64 + 17 Promoter; Vieira und Messing, 1982) ligiert. Das Konstrukt wurde in E.coli 
HB 101 transformiert und Klone. enthaltend das gewunschte Insert, durch Sequenzanalyse identifiziert. 

Die Aktivitat des modifizierten Gens (tRNA^^'M) wurde mit der des Wildtyp-Gens durch Mikroinjektion in 
Xenopus Oocyten verglichen. wobei als interner Standard ein 5S-RNA-Gen (50 fach niedrigere Konzentra- 
tion).das auf dem Plasmid pUC-10-5S vorlag (Carroll und Brown. 1976) in Gegenwart von ^^P-GTP 

35 coinjiziert wurde. Die injizierten Oocyten wurden 20 Stunden bei 20 "C inkubiert. die RNA auf einem 8% 
Acrylamid/8.3 M Harnstoff/TBE-Gel aufgetrennt und autoradiografiert (Fig. 16). Sichtbar werden neben der 
5S-RNA bei 120 nt das primare tRNA^^'-Transkript bei 100 (102) nt. die s'- und 3'- prozessierte 
Precursorform bei 90 (92) nt, sowie die fertig prozessierte Tyrosin tRNA bei 76 nt. Das Spleiflen der 90 nt 
Precursorform erscheint als der limitlerende Faktor. sodafl der Grofiteil des gebildeten Transkripts (ca.'SO 

40 %) in dieser Form vorliegt. Wie erwartet. wurde die biologische Aktivitat durch die Modifikation gegenuber 
dem Wildtyp-Gen nicht vermindert. 

In einem weiteren Experiment wurde die Leistungsfahigkeit des Systems getestet. Es wurden zwei 
Ribozymsequenzen enthaltende Oligodeoxyribonukleotide synthetisiert. die bereits Apal-Enden enthalten 
und somit direkt in die Intronsequenz des modifizierten tRNA*y'-Gens kloniert werden konnten. Bei einem 

45 Oligonukleotid wurden an beiden Enden 12 nt eingefugt. um in Ribintrons stabile "hairpins" zu bilden und 
damit Exonukleaseabbau entgegenzuwirken. Die Gesamtgrofie des daraus resultierenden Introns betrug 89 
nt (Ribozym HP) gegenijber 65 nt im Falle der ungeschutzten Ribozymsequenz (Ribozym C). Die 
Sequenzen der Ribozyme sowie das Klonierungsschema sind in Fig. 17 dargestellt. 

Fur die analog zu den oben beschriebenen Mikroinjektionen in Xenopus Oocyten wurde neben den 

50 beiden beschriebenen Konstrukten ein drittes ven^^endet, welches das Ribozym HP in dimerer Form enthalt 
und so die lntrongro/3e auf 163 nt erhoht (Ribozym D). Die Konzentration des coinjizierten 5S-Standards 
betrug 1 : 20 bei den Konstrukten HP und D, 1 : 1 bei Konstrukt C (Fig. 18). Das Experiment zeigt. dafl die 
Konstrukte HP und C trotz wesentlich vergrofierter Introns sehr aktiv transkribiert und mit gleicher Effizienz 
prozessiert werden wie das Wlldtyp tRNA^^'-Gen. Im Falle des Konstrukts D ist nur eine minimale Menge 
55 Transkript nachweisbar. weil offensichtlich die fur die Bildung eines Pol III -Transkriptionskomplexes 
notwendige Sekundarstruktur durch die lange Intronsequenz zerstort wurde. 

Es konnte gezeigt werden, dafl die Expression von Ribozymen als Introns von tRNAs zu keiner 
wesentlichen Beeintrachtigung der tRNA-Sekundarstruktur fuhrt. wodurch das entstehende Transkript in 
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hoher Konzentration akkumuliert und korrekt prozessiert werden kann. 

Tabelle A 



Transport von PolyLysin-Transferrin in Erythrobiasten 


Ansatz 


Medium 


Transferrin-polyLysin 


Vesikelfluoreszenz 


ViaDiiitai (on 1 a 
R-Einbau) 


24 h 


48 h 


48 h 


1 


2 ml 


ohne Zusatz 


<1 % 


<1 % 


140,000 cpm 


2 


2 ml 


145 ul H2O 


<1 % 


<1 % 


126.000 cpm 


3 


2 ml 


145 ul TfpL Frl 


>90 


>90 


137,000 cpm 


4 


2 ml 


145 Ul TfpL Fr2 


>90 


>90 


161.000 cpm 




2 ml 


145 Ul TfpL Fr3 


>90 % * * * 


>90%*** 


153.000 cpm 


6 


2 ml 


145 Ul TfpL Fr4 


ca.80 


>90 %*^' 


151.000 cpm 


7 


2 ml 


145 ul TfpL Fr5 


ca.60 % ' * * 


>90 


153.000 cpm 


8 


2 ml 


145 ul TfpL Fr6 


ca.40 % * * * 


>90 


165.000 cpm ; 



10 



/5 



20 



25 



+ + und + + + bezeichnen die relative Starke der Vesikelfluoreszenz 



Tabelle B 



30 



35 



40 



45 



50 



PolyLysin-Transferrin kann bei der Stimulierung der in-vitro induzierten Reifung von 
Erythrobiasten normales Transferrin funktionell ersetzen 



Nr. 


fs/ledium 


Zusatz*" 


Zeilzahl 


Hamoglobin 


Reifungsgrad 








(X 10^ /ml) 


E 492 




% Reticulozyten 








24 h 


48 h 


24 h 


48 h 


72 h 


1 


2 ml 


Fe-Transferrin 


3.28 


4.38 


1.38 


2.74 


>80 % 


2 


2 ml 




2,62 


2.56 


0.35 


0.23 


<1 % 


3 


2 ml 


H2O 


2,60 


2,42 


0.30 


0,13 


' '<1 % 


4 


2 ml 


TfpL Frl 


3,70 


4.44 


1.36 


2.69 


>80 % 


5 


2 ml 


TfpL Fr2 


3.56 


4,24 


1.16 


2.51 


n.b.^ 


6 


2 ml 


TfpL Fr3 


3.72 


4,54 


1.58 


2.54 


>80 % 


7 


2 ml 


TfpL Fr4 


3.48 


4.56 


1.57 


2,55 


n.b. 


8 


2 ml 


TfpL Fr5 


3.36 


4,26 


1.41 


2,47 


n.b. 


9 


2 mi 


TfpL Fr6 


3.58 


4.4 


1,14 


1.93 


60-65 % 



^: nicht bestlmmt 

Fe-Transferrin. 200 ug in 13 ul; TfpL-Fraktionen. 200 ug in 130 ul; H2O. 130 ul 



55 
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Tabelle C 



Reifung (Hamoglobingehalt) von v-erbB - transformierten Erythrobtasten, die v-erbB - Ribozym 

aufgenommen haben 



Nr. 


DNA 


Transferrin 


Hamogiob 
nach saur( 


n-Gehalt (% positiv 
5r tjenziainTarDuiiyj 




Art 


MW 


Menge 


Art 


Menge 


14 h 


(59 h 

0^ n 


1 


erbschnitt 1 3 


2x1 0^ 


1 ug 


Tf 


10 ug 


<1 


15 + -3^ (3)*^ 


2 


erbschnitt 13 


TfpL Fr5 


10 ug 


<1 


37 + -4 (2) 


3 


erbschnitt 53 


2x1 0^ 


1 (xg 


Tf 


10 ug 


<1 


25 + -2 (2) 


4 


erbschnitt 53 


TfpL Fr5 


10 ug 


<1 


42 + -1 (2) 


5 


vector ohne Ribozym 


2x1 0^ 


10 ug 


Tf 


100 ug 


<1 


23 + -3 (2) 


6 


vector ohne Ribozym 


10 ug 


TfpL Fr5 


100 ug 


<1 


22 + -2 (2) 


7 


erbschnitt 13 + 53 


s.o. 


0.5 + 0.5 ug 


Tf 


10 ug 


<1 


21 +-2 (2) 


8 


erbschnitt 13 + 53 




0.5 + 0,5 ug 


TfpL Fr5 


10 ug 


<1 


38 + -2 (2) 



t: Pro Bestimmung warden > 200 Zellen ausgezahit, Werte +- Standardabweichung 



b: Anzahl unabhangiger Bestimmungen 

25 
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20 

Anspruche 

1- Genetische Einheit, gegebenenfalls in Mehrfachkopie vorliegend. dadurch gekennzeichnet. da sie die 
fur die Transkription durch Polynnerase 111 erforderlichen Transkriptionseinheiten und eine fur RNA inhibie- 
25 rende RNA kodierende DNA enthialt, die innerhalb der genetischen Einheit derart angeordnet ist, da/3 die 
inhibierende RNA Teil des Polynnerase lll-Transkripts ist. 

2. Genetische Einheit nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. da/3 die inhibierende RNA ein 
RIbozym ist. 

3. Genetische Einheit nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. da/3 das Ribozym ein Ribozym vonn 
30 "hammerhead "-Typ ist. 

4. Genetische Einheit nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/J die inhibierende ^RNA eine 
Antisense RNA ist. 

5. Genetische Einheit nach einem der Anspruche l bis 4, dadurch gekennzeichnet. dafl sie die 
Transkriptionseinheiten eines tDNA-Gens enthalt. 

35 6. Genetische Einheit nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dad sie die Transkriptionseinheiten 
einer Initiations-Met tDNA enthalt. 

7. Genetische Einheit nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die Transkriptionseinheiten 
einer tyrtONA enthalt. 

8. Genetische Einheit nach einem der Anspruche l bis 7. dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die fur die 
40 inhibierende RNA kodierende DNA als Insert zwischen dem A-Block und dem B-Block des von Polymerase 

III transkribierten Gens enthalt. 

9. Genetische Einheit nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 die inhibierende RNA ein 
Ribozym ist. 

10. Genetische Einheit nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. da/3 das Ribozym ein Ribozym vom 
45 "hammerhead"-Typ ist. 

11. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 6. 8. 9 und 10. dadurch gekennzeichnet. da/3 sie die 
fur inhibierende RNA kodierende DNA als Insert in der naturlichen Apal-Restriktionschnittstelle zwischen A- 
und B-Block enthalt. 

12. Genetische Einheit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. da/3 sie die fur die inhibierende RNA 
50 kodierende Oligonukleotidsequenz als Bestandteil des Introns enthalt. 

13- Genetische Einheit nach einem der Anspruche 5 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie eine 
Oligonukleotidsequenz derart enthalt, da/3 die Anticodon-Stammregion des tRNA-Transkripts gegeniiber der 
des Wildtyp-tRNA-Transkripts verlangert ist. 

14. Genetische Einheit nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet. da/3 sie eine fur ein Ribozym 
55 kodierende DNA enthalt. 

15. Genetische Einheit nach Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet. da/3 das Ribozym ein Ribozym vom 
"hammerhead "-Typ ist. 

16. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 12 bis 15. dadurch gekennzeichnet. da/3 sie die fur 
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die inhibierende RNA kodierende DNA a!s Insert in einer kunstlich eingefuhrten Restriktionsschnittstelle 
enthalt, 

17. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 12 bis 16, dadurch gekennzeichnet. da/3 das Intron 
derart modifiziert ist. dafl die Sekundarstruktur der Precursor-tRNA stabilisiert wird, wobei die fur das 

5 Splicing mai3geblichen Strukturen erhalten bleiben. 

18. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet. dafi die 
inhibierende RNA gegen vlrale RNA gerichtet ist. 

19. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, da/J die 
inhibierende RNA gegen Oncogene oder andere Schlusselgene, die Wachstum und/oder Differenzierung 

10 von Zellen kontroilieren, gerichtet ist. 

20. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 1 bis 19. dadurch gekennzeichnet, dafl sie als 
Mehrfachkopie vorliegt, wobei gleiche oder verschiedene fur Inhibierende RNA kodierende DNA enthaltende 
Untereinheiten als komplette Transkriptionseinheiten vorliegen. 

21. Verfahren zum Einfuhren der genetischen Einheiten gemaC einem der Anspruche 1 bis 20 in die 
15 Zelle. dadurch gekennzeichnet, da/3 die genetischen Einheiten derart modifiziert werden, da/3 ihre Aufnahme 

in die Zelle durch Rezeptor-vermittelte Endozytose erfolgt, 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dafi die genetischen Einheiten mit einem 
Transferrin-Polykation-Konjugat komplexlert und die Zellen mit diesem Komplex in Beruhrung gebracht 
werden. 

20 23. Verwendung der in einem der Anspruche 1 bis 20 definierten genetischen Einheiten zur Inhibierung 
von RNA in vivo. 

24. Verwendung nach Anspruch 23 zur Inhibierung von Oncogenen oder anderen Schlusselgenen, die 
Wachstum und/oder DIfferenzierung von Zellen kontroilieren. 

25. Verwendung nach Anspruch 23 zur Inhibierung von pathogenen Viren. 

25 26. Verwendung nach Anspruch 23 zur Herstellung transgener Tiere, in denen die genetische Einheit 
konstitutiv transkribiert wird. 

27. Verwendung nach Anspruch 23 zur Herstellung transgener Pflanzen, in denen die genetische 
Einheit konstitutiv exprimlert wird. 

28. Pharmazeutlsche Zubereitung, enthaltend als wirksame Komponente eine oder mehrere genetische 
30 Einheiten nach einem der Anspruche 1 bis 20. 

29. Pharmazeutlsche Zubereitung nach Anspruch 28 zur Inhibierung viraler RNA. 

30- Pharmazeutlsche Zubereitung nach Anspruch 28 zur Inhibierung von Oncogenen oder anderen 
Schlusselgenen, die die Wachstumsrate von Zellen kontroilieren. 

31. Pharmazeutlsche Zubereitung nach Anspruch 28 zur Inhibierung der Synthese unerwunschter 
3S Genprodukte. 

32- Pharmazeutlsche Zubereitung nach einem der Anspruche 28 bis 31 . dadurch gekennzeichnet, da/3 
sie zusatzlich ein Transferrln-Poiykation-Konjugat, das zur Komplexierung der genetischen Einheit befahigt 
ist. enthalt. 

33. Pharmazeutlsche Zubereitung nach Anspruch 32. dadurch gekennzeichnet, da/J sie ein Transferrin- 
40 Polylysin-Konjugat enthalt. 

34. Pharmazeutlsche Zubereitung nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet. dafl sie ein Transferrin- 
Protamin-Konjugat enthalt. 
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SPALTSTELLE 
U7 RNA I. 

5' AUAGUGUUACACCUCU UUUAGAAULRJGUCUAGC AGGUUUUCUC ACUUCGGUCGGAAAACCCCUA 
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A 0 
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Bahn 1 : Molekulargewichtsmarker 
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Bahn 1 : Molekulargewichlsmarker 

Bahn 2: tRNAtyrfl + 5S RNA ( Inj. Konz. 50: 1 ) 

Bahn 3: tRNAtyrC + 5S RNA ( Inj. Konz. 50: 1 ) 



FIG. 16. 
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Bahn 1 und 5: Molekulargewichlsmarker 
Bahn 2: RibtRNA HP + 5S RNA ( Inj. Konz. 20; 1 ) 
Bahn 3: RibtRNA C + 5S RNA ( Inj. Konz. 1:1) 
Bahn 4: RibtRNA D + 5S RNA ( Inj. Konz. 20:1 ) 



FIG. 18. 
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